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I Riassunto. - E' descritta una temica di semplice esecu- 
&ione, idonea alla contemporanea eviden+~ione della cwgulasi 
ri termonucleasi stajlococ~i~he, direttamente in alimenti in- 

di S. aureus. & pro!@ con- 
hanno fornito risriltati positivi 
da nna caricu microlica sapro- 

non troppo eleuata, dimostrando, altresi, che 
saprofir<ria, anche quando raggiunge 

qoncenfra~ioni elevate, non dà luogo a falsi risuitati positivi. 
Sono, imltrc, riportati i risultati &gli studi inerenti alle 
qaratteristicbc di trono, fermo-stabi/ità e acideresistenxa 
dellu coagulasi stajlococcica. Vengono, injne, illustrate le 
p m  rondoftc aljne di euidcnxiare I'cventuale aziona inibente 
sull'attiuità cwgulasica ak parte di wri microrganismi. 

Summary (Enzyme Determination as Indirect 
Evidence for the Prcsence of Enterotoxic Staphylo- 
cocci in Food Stuffs). - A simph dircct test for the 
~simultaneow detection of staplylococcal coagulase and tkrnl0- 
nuclcnre in fwd-stuffs contaminated by entmtoxic shains 
of S.  aureus is dmribcd. The ttstrr carried oui gaw positive 
results in food-stufi chracterixed by un initia/ sapropbytic 
load whicb was not very h&+, shwing, nmreovcr, tbat tbc 
aboue sapropbytic microflora, euen in h$ concentration does 
(mt giue ri# to false positiue resuIts. 

Negli ultimi anni si f andata sempre più delineando 
la stretta correlazione esistente tra produzione di en- 
terotossina e quella di altri cnzimi, con particolare ri- 
ferimento alla coaeulasi ed alla DNAsi termoresistente 

8 -  - 
(termonuclcasi), da parte di ceppi enterotossici di Sta- 
pbyococcus uweus [7, 6, 11, 121. È noto, d'altra parte, 
che la ricerca dell'enterotossina negli alimenti si basa, 
allo stato attuale delle ricerche, su tutta una serie di 

metodiche lunghe e costose, qualora si prospettasse 
1 un loro impiego routinario [3, 5, 121; tali considera- ) .  . .  
zioni, pertanto, hanno condotto ad una sempre più 

1 ampia utilizzazione delh ricerca della termonucleasi 
quale indice indiretto della presenza dell'enterotossina 
nell'alimento [3, 121. 

ecentemente, alcuni Autori 191 hanno evidenziato 
cRe quantith spettrofotometricamente rilevabili di nu- l 
cleasi (0,34 p) corrispondono a livelli di enterotossina 
(9,5. IOS mcg), non ancora in grado di dare origine 

ai sintomi caratteristici della gastroenteritc stahlococcica. 
Tuttavia, benché la correlazione esistente tra la pre- 
senza della termonucleasi e quella dell'enterotossina 
sia molto elevata 161, appare evidente l'utilità di per- 
venire, contemporaneamente, anche alla determina- 
zione nell'alimento in esame di un altro enzima carat- 
teristico dei ceppi patogeni di S. at~ret~s [l]. Per tale 
motivo e allo scopo di acquisire, sotto un profuo 
igienico, ulteriori elementi analitici che consentano di 
formulare giudizi più articolati sulla idoneiti di un ali- 
mento, ci è sembrato opportuno prendere in esame 
la coagulasi, enzima gih largamente usato quale indice 
di patogenicità degli stafilococchi e la cui ricerca viene 
attualmente condotta soltanto previo isolamento in 
coltura pura del germe produttore 114, 161. A tal fine, 
abbiamo svolto tutta una serie di indagini preliminari, 
tendenti, da un lato, a mettere a punto una tecnica ido- 
nea alla ricerca diretta della coagulasi nell'alimento 
stesso e, dall'altro, ad evidenziare eventuali caratteri- 
stiche di termo e crono-stabilità del suddetto enzima; 
la conoscenza di tali caratteristiche, infatti, ci è sembrata 
necessaria per meglio chiarire il significato della ricerca 
della coagulasi stahlococcica direttamente nell'alimento. 
Sono state eseguite, iniine, ulteriori ricerche intese ad 
evidenziare sia le caratteristiche di acido-resistenza 
della coagulasi, sia l'esistenza di eventuali fenomeni 
di inattivazione da parte di alcuni microrganismi. 

Ceppi batterici: Stapbylococcus anreu (Thames Polytech, 
Londra) Produttore di enterotossina A; Staphylococcu~ 
aureus (Thames Polytech, Londra) Produttore di entero- 
tossina B; Sfaplylococcwr aureus ATCC 12610 - produt- 
tore di enterotossina A e C; Badltis stibtilis ATCC 
9799; Esrhericbia coli ATCC 12015; Microroccus flavus 
ATCC 10240; Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145; 
Sarcina lutea ATCC 9341; Streptococcus faecalis ISS 
S5CKJljA. 

Terreni di coltura: Brodo Comune (Difco); Brain 
Heart Infusion (Difco); Baird-l'arke~ (Oxoid). 

Substrati: Bacto Coagulase Plasma (Difco) liofiliz- 
zam e reidratato; Substrato per la termonucleasi (Bacto 
DNA, g 0,3; NaCI, g IO; Agar grnnulare, g 10; Turi- 
pone Tris pH 9, q.b. a in1 1000). 



Rwgmti: Blu di toluidiria 0,1 AI; Tamponc Tris 
p11 8; Acido tattarico 1 N ;  Idrossido di potassio 1 N ;  
Soliato di ammonio. 

hlicrocilindri di porcellana (diametro del foro capil- 
lare nini 1,8; capacita nil 0,01). 

hletnhrane hlillipore, diametro pori 0,45; Filtro Seitz. 
Centrifuga T24 Janetzki. 
Coulter Counter Electronics Ltd, modello 21;. 
Stomacher Lab. Blender 400 (PBI). 
Alimenti usati (prelevati dal commercio): cariic in 

scatola, nurslel, insaccati freschi, tonno sott'olio. 

l 
1 Lc indagini sono state condotte su campioni di cariic 
l in scatola, n-urstel, tonno sott'olio, insaccati freschi 
! e carne frcsca macinarn: su tutti i campioni venivano 

preliminarmente determinati la carica microbica in 
gernii saprofiti, la colimetria, il titolo in streptococchi 
fccali ed il contenuto in stafilococchi. Per quanto con- 
cerne quest'ultiina caratteristica, venivano eliminati i 
campioni contenenti stafilococchi. Gli alimenti di cui 
sopra sono stati inoculati, rispettivamente, con brodo- 
colture di 24 h di ceppi di stafilococchi produttori di 
entcrot<->ssine i!, R e C, accuratamente standardizzate 
al Coulter Countet, in modo da ottenere concentrazioni 
finali di 10' cellule di stafilococco/g; dopo la contami- 
nazione i campioni in esame sono stati posti ad incubare 
per 48 h a 200 C ed a 370 C, indi sottoposti alla ricerca 

i della termonucleasi ed a quella della coagulad, impie- 
i gando il seguente schema analitico: 

- omogeneizzatore, mediante Stomacher, di grammi 
40 dell'alimento in esame con in1 80 di acqua distillata 
sterile; 

- centrifugazione dell'omogcnato a 5.000 r.p.ni. 
per 30'; 

- aggiunta al surnatante del 30 0 ,  (w/v) di solfato di 
ammonio e suo stoccaggio a + 40 C per 48 h;  

- centrifugazione della sospensione suddetta a 5.000 
r.p.m. per 30 min; 

- raccolta del prccipitato con m1 2.5 di rampone 
TRIS pl-1 8; 

- ricerca dell'attività coagulante di diluizioni scalari; 
ottenute per raddoppio dell'estratto acquoso cosi ot- 
tenuto, su plasma di coniglio. 

Nel corso di ogni prova, ad una parte del prodotto 
i in esame è stato aggiunto soltanto terreno colturale, 
i in luogo della brodocoltura di stafilococchi: tale ali- ' quota fungeva, cosi, da controllo. I'arallelaemente alla 

ricerca deoa coagulasi i. stata costantemente condotta 
quella della termonucleasi con il metodo di Tatini e 
Coll. [16], da noi modificato. 

Oltre alle prove descritte, ne sono state condottc 
altre per studiare, nei medesimi alimenti sopra indi- 
cati, la termo-stabilità e la crono-stabilità della coagu- 
lasi stafilococcica in essi presente. A tal fine, un'ali- 
quota di tali alimenti, contaminati secondo le modalità. 
descritte in precedenza, successivamente incubati a 
370 C per 48 h e nei quali veniva accertata la presenza 
di coagulnsi (controllo). venivano trattati, rispettiva- 
mente, a 110U C C n 1200C per 10 niin; dopo tale trat- 
tamento, veniva nuovamente eseguita la ricerca della 

coagulasi. La crono-stabilita della coagulasi stafilococ- 
cica formatasi negli alimenti veniva accertata, infine, 
su aliquote dei medesimi previamente contaminate, 
incubatc a 370 C pcr 48 h e trattate a 1100 C pef.10 
min, al fine di bloccare lo sviluppo del germe produt- 
tore. Tali aliquote venivano quindi lasciate a tempe- 
ratura ambiente e sottoposte, infine, alla ricerca della 
coagulasi ad intervalli regolari di tempo (ogni 4 giorni), 
seguendo lo schema analitico descritto in precedenza. 
Le ricerche sulla crono-stabilità della coagulasi sono 
state condottc, in parallelo, anche su brodo-colture di 
stafilococchi enterotossici di 24 h, sottoposte a tratta- 
mento terniico idoneo ad eliminare il germe produttore 
(1100 C per 10 min)e mantcnutca temperaturaambiente; 
ci6 al fine di avere dei campioni di rifcrimcnto. 

Le prove di acido-resistenza sono state condottc a 
partire da brodo-colture di 24 h di stafilococchi en- 
terotossici, portate ai seguenti valori di p t l :  2, 4, 6 
e 9. Su tali campioni è stata eseguita la ricerca della coa- 
gulasi, impiegando plasma di coniglio (Difco); come 
controllo e stnto utilizzato il plasma stesso, trattato ai 
suddetti valori di pH con l'impiego dci medesimi rea- 
genti (acido tartarico 1 N e idrossido di potassio 1 N). 

I'er quanto riguarda le prove tendenti a evidenziarc 
l'eventuale inattivazione dell'attività coagulasica da 
parte di altri microrganismi, si è proceduto nel modo 
seguente: brodo-colture di stafilococchi enterotossici. 
di 24 h, venivano trattate a 700 C per 30 min, al fine 
di uccidere il germe produttore; esse erano, in seguito, 
divise in due aliquote, una delle quali en. saggiata come 
tale, mentre l'altra veniva sottoposta ad una centrifu- 
gazione a 5.000 r.p.m. per 10 min, allo scopo di eli- 
minare le cellule batteriche. Entrambi i campioni cosi 
ottenuti venivano, in seguito, suddivisi in 6 aliquote 
di ml 5 ciascuna, alle quali erano rispettivamente addi- 
zionati ml 0.1 di brodo-colture di 24 h dei seguenti 
microrganismi: Esch8richia coli, Streptococcw faccdu, 
Psedmomr aerupkosa, Bacillur rubtilir, Micrococcw f h -  
uur e Sarcirw. Inha. Si incubavano infine le aliquote 
a 320 C per 24 h. Trascorso tale periodo, veniva con- 
dotta la ricerca della coagulasi, la cui lettura era effet- 
tuata .dopo 4 h e 24 h. 

RISULT.ATI E DISCUSSIONE. 

Gli studi da noi cundotti, sia su alimenti provia- 
mentc inoculati con ceppi enterotossici di .S. arfrrirrr 
che su brodo-colturc dei medesimi gernii, hanno con- 
sciitito di evidenziare quanto segue: 

- negli alimenti esaminati non contaiiiinati da sta- 
filococchi non sono mai state messe in evidenza ne 
la coagulasi nc la termonucleasi; 

- i due enzimi suddetti sono stati evidenziati in 
alimenti paucimicrobici, quali carni in scatola e \vurstel, 
da noi sottoposti a contaminazione secondaria secondo 
le modalità sopra descritte; in particolare, l'estratto 
acquoso degli alimenti utilizzati per la ricerca della coa- 
gulasi e risultato attivo fino alla diluizione di  1 :32 nei 
caiiipioiii di carne in scatola, mentre negli altri alimenti 
l'attivita coagulasica degli estratti era evidenziabile 
fino alla diluizione di 1:16; 

- negli xlitiienti ad elevata carica saprofitaria ini- 
ziale, la ricerca della termonucleasi i. risultata positiva, 
mentre risultava negativa quella della coagulasi. Tali 



risultati, verosimilmente, sono da correlare ad inter- 
ferenze espletate dalla predetta microflora saprofitaria 
sylla coagulasi stessa; 

- la coagulasi rimane attiva anche dopo che gli ali- 
menti sono stati trattati n 1200 C per 10 min; 

- tale enzima risulta ancora evidenziabtle negli ali- 
uti dopo 20 giorni dalla loro contaminazione con 

st filococchi; T 
- l'attività coagulasica risulta inibita sia a pH 2 che 

a pH 9, mentre è ancora rilevabile a p i i  4; 

- tra i germi da noi saggiati nessuno è risultato in 
grado di inibire I'attivitg coagulasica; solamente il 
Bprillt~s st~btilir e la Pse~~domona~  aeruginosa hanno mo- 
sarato una apprezzabile interferenza, sia pure limita- 
tnmente alla brodo-coltura previamente centrifugata. 

Per quanto concerne, invece, eventuali interfereme 
elpletate dalla microflora saprofitaria sulla produzione 
di coagulasi e d i  termonucleasi da parte degli stafilo- 
cocchi, è opportuno rilevare quanto segue. Innanzitutto, 
è stata constatata, nelle presenti ricerche, l'assenza di 
attività termonucleasica coagulasica in alimenti con 
elevata carica microbica saprofitaria ma non contami- 
nhti da stafilococchi; quanto sopra, conferma quanto 
è stato già evidenziato da altri Autori 1151 relativamente 
alla termonucleasi. Per quanto concerne, in particolare, 
Iqinterferenza esercitata da streptococchi fecali nei con- 
fronti della termonucleasi, la letteratura più recente 
indica una possibile degradazione di tale enzima solo 
ip presenza di concentrazioni molto elevate di tali 
$ermi; questo fenomeno, in pratica, non è rilevabile 
neanche in alimenti di scarsa qualità igienica nei quali 
di solito il numero degli streptococchi fecali 2 elevato 

ma non arriva a superare concentrazioni di poche mi- 
gliaia per grammo. E bene rilevare, inoltre, che in let- 
teratura è stata descritta [5] una interferenza degli strepto. 
cocchi del gruppo D nella ricerca della coagulasi: 
tali germi, infatti, sarebbero in grado di coagulare il 
plasma citratato di coniglio, fornendo, in questo modo, 
falsi risultati positivi. Tale inconveniente, rilevabile 
peraltro esclusivamente nel caso di letture tardive della 
prova della coagulasi (24 h di incubazione) [SI, viene 
superato impiegando plasma di coniglio addizionato 
con EDTA come anticoagulante, cosi come da noi 
fxtto nelle presenti indagini. 

Per quanto si riferisce, invece, alla negativitl della 
ricerca della coagulasi in alimenti da noi inquinati 
con stafilococchi, ma caratterizzati da una carica micro- 
bica molto elevata, oltre 10' u.f.c.jg di prodotto di germi 
saprofitari, si puù ritenere che cih sia da porre in rela- 
zione ai noti fenomeni di antagonismo niicrobico esi- 
stenti hddove le cariche microbiche siano molto cle- 
vate; infatti il contenuto in stafilococchi non riesce a 
sunerare. neeli alimenti in auestione. il numero di IO' . o  

g&mi/g di prodotto anche d o p o  4R' h di incubazione 
a 370 C; a tale concentrazione, il germe non è in grado 
di elaborare quantità significative di enzima, come da 
noi già evidenziate in indagini precedenti [3]. 

Da quanto finora esposto emerge che la ricerca di- 
retta della coagulasi negli alimenti, eseguita con una 
metodica semplice come quella sopra riportata, con- 
sente ali'analista. specialmente se condotta in panllelo 
con quella della termonucleasi, di avere ragguagli 
significativi sulla igienicità di un prodotto con speci- 
fico riferimento al suo contenuto in stafilococchi entero- 
tossici; cih si riferisce, in particolare, ad alimenti fre- 
schi o da consumarsi entro breve tempo, anche se pre- 
ventivamente trattati al calore. 

2. CASS<.*N, E. P. & BLNNET, R. \V. 1965. Detection of ~tnph~focnccnl enterotoxiri in food. .-lppl. ,\liiroLiol. 13: 181-189. 

4. Dr. FLLIP, G., TOTI. L. & DE SIMONL, C. l9i7.  Ricerca dclle tcrmonueleasi rrarilococciche in alimenti di varia narun. :la». Xrhiu. 
19(5): 1-11, 

5. EYANE, 1. B., BULTTNER. I.. G. & NIVLN, C. P. 1952. Occurrcncc of  streptococci rhnt givc n False-positivi congularc resr. I. Bar- 
lrriol. 64: 433-436. 

6 .  GILBERT, R. J., W:~ENFXE, h., LINESR, J, & SLIIKOVICO\..~, AI. 1972. Scrohgicil dctecrion rif entcrornxin in fmds implicated in 
i ~tn~hylococcd food-poiooning. J.  IGg. 70 :  755-762. 

7. I..<cmc~, R. V. F. & ATC~I~NSON, F. W. 1973. Id~nciriciltion of  .S. Y I ~ X . ~  simiiltaneous irse r>f rubc cnlgidasc arid ~hcrmonuclnrc 
tcirs. Appl. \lirmbioI. 25: 496499. 

8 .  I . . ~ ~ i i c * .  R. V. F., Wrin,, K. F. & Driae~., H. 1969. Relationrhip nmong c o ~ g u l i r ,  cntcrotoxin m d  henr-nrahlc rlcoxiribonuclcax 
production by S. r u m m  p p .  \ l i i l .  18: 126127. 

9. JAY, J. hl. 1978. hloùern fowl rnierobiolo~y. Inteni~rional Srudent Edition. 

11. hiwroijr VAN DC, A,, ~ ~ O S S E L ,  D. A. A. & POCW, H. J. 1973. The usc of co;igulssc as a thermostahlc indcx enzymc for thc er- . amination of foods surpcctd of containing staphylocntcrotonins. Ani,. Rept. Corlrnl Inrl. Snlr. Rfr. Zeist, The Ncthcrlands. 

12. NISILANEN, A, & KOIRANEN, L, 1977. Corrclation of cotcrotorin m d  thermonuclease production wirh some physiologirnl and 
biochcmicnl properticn »f stnphylrroecal stnins inoliited from different sourcci. J .  I'wd Prolrilion. 40(8):  543-548. 



13. N i s i r ~ r u ,  A. & Liiumorii, J. 1977. Suitability of che enzyme trcatmenr end ammonium sulfate precipintion mcthad €or dctec- 
tion of staphylococcal cntcrotoxin from difierent foods. &. I. Appl .  nlirrobiol. 4 :  233-237. 

14. RIYMAN, F.. PARK, E., PHYLPT~TT, J. & TEDU, D. 1975. Reassessmcnt ofthe coagular and thermonuclcasc tests os means o€ identi- 
fication S. oiirriu. Appl .  Mirrobiol. 29: 451454. v 

I 

15. SP~RRI:R, \V. H. & T*.IINI, S. R. 1975. Intcrpretation of thc cosgulase test for identification S. mrrur. Appl .  Aficirrobd. 29: 502-505. 

16. TATINI, S. R. & CORDS. B. R. 1973. Applicability of hcat-stablc deoxiribonuclnse nssny for zssessmcnt of s t aphy loco~l  gmwth 
nnd thc likcly pmsence of cnterotoxin in chccrc. I. D q r i  Sci. 56: 1512-1515. 

17. Wacw~rnowicr, Z . .  H ~ c z s o ,  P. B., SEL SASZEWICZ, J., NEUG~BAUBII, hl. & PULVERER. G. 1979. Pscudoco~gularc nctivity af sta- 
phylococci. ]. Gli,). dlicrobiol. 1: 15-18. 



An. LI. S n p .  5d.i  
Vol. 18. N. 3 (1982). pp. 477-480 

Ricerca delle salmonelle negli alimenti 
, - -  

mediante una tecnlca di irnmunofluorescenza 

mero OREFICE, LUCIA- CROCI, G A B R I ~ L A  SCUDERI (a), PATRIZIA PACELLI e GIORDANO DE FELIP 

hboratorio degli AIimenti, Istituto Supcriore di Sanità, Roma 

(3 Chpitc del Lnboritorio degli Alimenti. 

Riassunto. - VICM proposta W netodo/ogìa idonca a/- 
/ ' s v i ù c ~ ~ i o . r  &h saIm<»lbUI &i alimenti, mcdiaate im- 
i q m f f l m r ~  indiwtta (Z.F.Z.), rarattmppata, tra Pal- 
m, &/ ricorsa od ur pmredimuto dì r ~ o / w a p i o ~  fiMk 
ron Blu? Evans. La &&td e b rapidìkì deh mctcdira 
adottata & wndonoptiwbrm~>~fr adatta in srdr di serccning, 

pr amrtmmti su MI ckyato mm di cam- 
igieniC~mù'farìo dc/k materie prr'me. 

Summacy (Detmion of S&ons/& sp. in Food by 
M e ~ n s  of Immunofluorewzcnce). - Uring tbi ina'ircrt 
immm10f/1~*~611~1 tubnip ,  tbr Autborr a mtbod 
for a2tcctM ra immlh in fd, wbkb i+ raro&ri& 
umory o h  tbings, a fina/ B/w Eum conntwstain. 
.By mrmrr of its qfiirhsr ad sen~itbifi, t b i ~  prwekm u 
uy ~ f n / / o f  a m m h g  m& parfirubrbfor t& bJ@dc 
ronhol of a p a t  m b r r  of f w k  a d  raw materia/ sampks. 

Gli attuaii metodi di u routine P richiedono non meno 
di 5 giorni pet giungere ad una evidenzinuone dei 
batteri del genere Salmoneiin negli alimenti; negli ul- 
timi anni. pertanto. si & sentita sempre piiì la necessiti 
di ridurre i tempi di analisi per renderli idonei anche in 
sede di smcning. A mie acopo, utilizzando lo tecnia 
deli'immuno0uoreace~~ indiretta (I.F.I.), sono state 
da noi condotte una serie di indagini tendenti anche 
a migliorame in specificità e a renderia, il più possibile, 
economica InEatti. un'applicazione estentiva di tale 
metodo. giA noto per le sue caratteristiche di rapiditrl, 
semplicità e semibiliti [Il], aveva trovato in passato 
seri ostacoli negli aiti costi di attuazione e nel frequente 
verificarsi di risultati falsamente poaitivi, dovuti al- 
l'alta incidenza di reazioni crociate a le salmonelle 
ed aicuni tontaminanti occasionaii o altri germi appar- 
tenenti alli famigb delle Enterobarteriacee. 

La letteratura speciaiizzata nel settore riportn nu- 
merosi lavori compiuti con I'ausiiio deiin immunofluo- 
r e w m  diretta [M], anche automatizznoi [E] o semi- 
automatizzata (101, mentre il metodo indireno risulta 
n@o sperimentato. Nonostante lo tecnica diretta pre- 
senti u m  maggiore rapidità ed una minore indagino- 
si&, abbiamo preferito ricorrere a quella indiretta 
(I.F.I.), che permette di eseguire una tipizzazione pre- 

limiiute utilizzando sieri facilmente reperibili [q, con 
evidenti vantaggi sia dal punto di vista analitico che 
economico; nella metodica diretta, invece, b neceado  
ricorrere a tutta una vasta serie di sieri immuni, di costo 
elevato e di reperimento non agevole. 

Oppi  batterici: E. rnbti/i~ ATCC 9799; E. cmur 
ATCC 9639; E. t b u r i n ~ i r  ISS B1004/M; E. rob 
ATCC 12015; L. cam' ISS L1003; M. f86.u~ ATCC 
10240; Ps. acmginosa ATCC 10145; Pr. mirabili1 ISS 
Pr3; S. m u r  Thamea Polytschnique Londra-Bergdoll 
strain 100; S. typQmuriYm ISS 1010; S. ~pbimm'nm ISS 
1010/A; S. cntm'ditis ISS 1004. 
Tmni di co/thra: brodo comune; acqua peptonnta; 

brodo selenito + cistina; tetreno di Muller-Ka-. 
Mnl&/c per imm~ofl~pm~rea~a:  Sieri anti-aalmonella 

polivalenti I, 11, In (Behring); Bacto Salmonella O 
Antisenun (Poly A-I e Vi) (Diico); FA Rnbbit globulin 
anti-globulin (GOAT) (Dico); Bacto-FA B d e r  pH 
7,2 (Difco); FA mounting fluid pH 7,2 (Difco); Forma- 
lina tamponata (l parte di formalina + 9 patti di tampone 
Trir pH 7.2); Bacto FA Kirkpatrick iixative, modified 
(Difw) (60 % etanolo - 30 % cloroformio - 10 i/, 
aldeide formica); Tampone fosfato isotonico con Twcen 
80 (Sciavo); Blue Evans (Merck). 

Apparrrcbiatm: Microscopio Olympus modello BH- 
RFL; Coulter Counter electronics Lt. Mod. ZF (Cap. 
50 micron); Stomacher Lab. Blend 400 PBI. 

Dopo una serie di prove preliminari, sono state ap- 
portate aUa tecnica ddla I.F.I. alcune varianti tendenti 
a renderla più idonea agli scopi da noi prefissiti. 

I criteri seguiti durante le nostre indagini sono stati 
i seguenti: 

1) Ai fini di una corretta fissazione dell'antigene è 
stata usata la soluzione di Kirkpatrick, con un tempo 
di contatto di circa 5 min. 

Per quanto riguarda le diluizioni dei sieri anti-salmo- 
nella polivalenti, sono state scelte quelle comprese tra 



1 :4 e I :R con tempi di azione intorno a 20-25 miri 
(a 370 C in anihieiite umido), mentre per I'antiglobu- 
lina coniugata con fluorescina quelle comprese tra 1 :8 
e l : l6  con tempi di azione intorno a 10 min (a 370 C 
in ambiente umido). Oltre ai classici lavaggi intermedi 
in soluzione tampone, si sono cseguiti, inimediatamentc 
dopo, b r w i  lavaggi in acqua distill:ita, per asportare 
i residui salini recati dalla stessa soluzione tampone. 
Dopo ogni lavaggio, per accelerare i tempi di essic- 
camento, il preparato è stato sottoposto ad una cor- 
rente di aria calda a temperatun moderata (40-500 C 
per 5-8 niin). Per il montaggio si è ricorso alla glicerina 
tamponata. l< stata abbandonata I'ides della centrifii- 
gazione del terreno di partenza al fine di concentrare 
I'antigene, poiché aumentava eccessivaniente la pre- 
scnzsi di frustali luminosi nel campo niicroscopico. 

2) Diverse analisi sono state condotte sia a partire 
da ;ilimenti artificialmente contaminati, che a partire 
dx altri non manipolati, ma sospetti di contenere sal- 
nionelle. Per evidenziare la possibilità di remioni cro- 
ciate sono state allestite prove che includevano, sia 
singolarmente che sotto forma di mescolanza, diversi 
stipiti batterici scelti tra possibili contaniinanti: E. di, 
l i  s~rbtdis, B. cprrt/s, iì. th~rritgir~rsis, S. a/trr~rs, M. fta~urs, 
P. r,rr!qoris, Ps. acr/@trusa, L. rurti. i: stato saggiato 
mchc il comportamento del S. rerr~,is;a~. Per quanto 
riguarda i terreni di coltura, si sono avuti i migliori 
risultati utilizzando I'acqua peptonata seguita dal selc- 
nito con cistina, che notoriamente favorisce lo sviluppo 
selettivo delle salmonelle. 

3) .411o scopo di attenuare i fenomeni di fluorescenza 
aspecifica è stata effettuaia una x controcolorazione », 
immergendo il preparato, prima del montaggio, in una 
soluzione di Blue Evans alla concentrazione di 1 mg/l 
per un tempo di 10 min. Pur non costituendo una no- 
vità, non risulta in letteratura l'impiego di tale coli,. 
rante per lo stesso fine. Infatti, Fantasia e Coll. hanno 
sperimentato. unicamente per gli stafilococclii, i l  I-'lazi>-- 
orange 131, che niascber?, peri>, solo i falsi positivi :I 

fluorescenza piu debole. li staci, infine, esaminata I'op- 
portunità di impiegare antibiotici nei terreni di arric- 
chimento, per ottenere una maggiore concentrazione 
di salmonelle a scapito di altri germi inquinanti. 

1) Le scelte fatte hanno permesso di ottenere una 
buona fluorescenza dell'antigene specifico, con una 
fluorescenza di fondo scarsa o comunque non hstidiosa. 

2) Lo .F. n~irrris e risultato nettamente fluorescente, 
anche se non posto a contatto con i l  siero anti-snl- 
monella. Citi si e verificlto, talora, anche per alcuni 
bacilli Gram positivi sottoposti d1a prova, seppure in 
maniera meno vistosa, e per il S. rrrrrisiar. Le rimanenti 

specie microbiche, compreso l'E. d i ,  hanno dato ri- 
sultati incerti e variabili, a seconda di minimi cambia- 
menti delle condizioni sperimentali. È stato inoltre 
appurato che i fenomeni di interferenza non erano&- 
vuti a diversi procedimenti di fissaggio. 

3) Dopo il trittaniento con Blue Evans, pur persi- 
stendo la fluorescenza dello .S. ar~rrris, tutti gli altri germi, 
tranne le salmonelle, risultavano avere una fluoresccnz~ 
indebolita; l'attenuazione di quella del B. s116tiIis era 
peri] scarsa. 

I'rove preliminari con alcuni antibiotici nei terreni 
di arricchimento hanno fatto intravedere un utile im- 
piego della cloxncillina. La penicillina non è risultata 
sufficientemente selettiva. 

La letteratura riporta percentuali di falsi negativi 
trascurabili (O-l,6 ",), eccettuato per alcuni alimenti, 
come la farina di carne. Le percentuali d i  falsi positivi 
sono coniprese fra l'l l;!, ed il 15 (con una media 
del 7 U,,), e risultano più elevate nei campioni di pol- 
lame e nei salumi. ove la flom accessoria è spesso 
ricca [ l ,  3, 11). 

Le frequenti F.ìlse positiviti date da C. frpir~~dii (25- 
50 o;,) 13) non dovrebbero preoccuparci eccessivamente, 
a causa della scarsa frequenza con cui tale germe si 
trova negli alimenti più comunemente analizzati, né ci 
dovrebbero preoccupare quelle date da germi morfolo- 
gicamente distinguibili dalle salmonelle, quali S. ai,rtr~s 
(9, 111 gli streptococchi ed il S. cerevisiae. D'altra partc 
sono tollerabili in sede di screcnin~, ove t necessario 
solo escludere la presenza di sa!monelle, ma non affer- 
marne con certezza la stessa. E tuttavia possibile ri- 
durre con alcuni accorgimenti l'incidenza dei falsi po- 
sitivi, ad esempio adoperando sieri altamente purificati 
e datido la preferenza alle diluizioni più spinte (21 ed 
ai tempi di contatto più brevi, che non comportino un 
aumento rilevante dei falsi negativi. Inoltre, poiché un 
prerirricchimento appare necessario quando si parte dal- 
l'analisi di un alimento, specie se 5 stato sottoposto ad 
un processo di conservazione, è bene mettere in atto 
meccanismi selettivi a favore delle salmonelle. A tal 
fine, la combinazione di un prearricchimento con ac- 
qua peptonatA e selenito più cistina con una contro- 
colorazione con Blue Evaiis sembra dare risultati sod- 
disfacenti e comunque permette di condurre le prove 
di srrerni~!q in tre giorni. 

Per quanto concerne gli sviluppi successivi delle in- 
dagini ci proponiamo di sperimentare, tra l'altro, I'im- 
piego di un antibiotico il più efficace possibile ai fini 
della seletticici dei terreni di coltura, nonché lo studio 
di altri marcatori di fluorescenza, ai fini di una piii 
accentuata elettivita della prova. 

1. n .  J.  C. 9 L'sc r ~ f  Riiorenrenr ~nt ibod~ for rhe rnpid dcieirion of rrirrric org:iiiisrn in egg, poulrvy & menr prrdiicis. l u o d  
1 ' ~ i h m l .  21 : 631-640. 

2. B.*,siolul, A. & P ~ i . i . i o i . r ,  E. 19-0. Ln rccnica di irnmunoflucircsccnra nella dinynortica dell~ rnlmonellori sperimr.ntalc dei polli. 
1 '?l. 1/01. 21 : 3-32, 

3. ~ * w r * r c a .  I.. D., SI:IIKIOI:, J. P. & AL.. 1975. Flunrcsccm mtihody method i o r  rhe detection of s.~lmonelln: developrnrnt, cvalua- 
iion aiicl collihomrive stiidy. I .  O,$ .4td. Chm. 58: 828-844. 
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con isotiocianato di Huorescina 
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Incidenza di Candida sp. nei soggetti sottoposti a trapianto di rene 

MARIA CRISTINA GHEZZI, ALESSANDR* GIORDANO, PAOLA CIPRIANI e  A ARIA IMLIACOI.ATA BRENCIAGLIA 

Istituto di Microbiologia, Qiuersità degli S t~~di ,  Ronza 

Riassunto. - Gli Autori descriivno l'iter diapostico re- 
latiuo all'isolan~ento e identificazione di Lieviti t ipo Candida 
sp. h padenti inimnnocompromessi. L'indagine è stata ese- 
p i ta  su 63 trapiantati renali durante i/ periodo Gemai+ 
Ottobre 1981. L'esome inicrobiologiro dei campioni (wina, 
espettorato, rumpone uaginule, feci, tampone furingeo, sangue, 
ecc.) venivu eseguito prima e dopo il tropionto. L'identifrra- 
<ione dei ceppi isolati era effettuata mediunte prove rolturali 
e biochimiche. Sono stati inoltre saggiuti, nei confronti dei 
50 ceppi isolati, 4 con~posti ant$mgini (5-F/uorocitosina, 
Amphoteririna R, Micom~olo, Nislatina) mediante il metodo 
ddla di/ui+one in brodo (M.I.C. e M.F.C.). Si è visto cbe 
il 47,6 % dei trapiuntui renali awua auufo contaminqioni 
in una o pit) sedi e che il 60 % dei ceppi isolati apparteneua 
allo specie C. albicans. 

Summary (Incidence of Candida sp. in Kidney-trans- 
planted Patients). - Tbe Authrs desmibe tbe diagnostic 
procedwe relutiue t o  isolation a d  ident~jfcation o/ Candida sp. 
in rompromised host. Thc investigution wus carried out on 63 
rrnal-trunsplanfed pafients during tbe period Jaanary-October 
1981. Tbe mirrobiologicul exuniination o/ specimens (mine, 
spwfwm, vagina, stool, phmynx, blood, etc.) was carried out 
btforc una' ufter transplunfation. Isohtcd sfrains were irlrnti- 
ficd using cultura/ and biochemicul fests. Tbc 50 isolated 
struins were also tested against four untifngul compounds 
(5-Fluorigtosine, Amphotericin il, Miconqole, Nystufin) 
by brath dilution method (M.I.C. and M.F.C.). We hme 
fownd tbat 47,6 :/, o/ renal trunsplant reripients were con- 
taminuted at one or more sites and thut 60 % o/ isolated 
struins were C. albicans. 

I lieviti tipo Candida sono frequentemente presenti 
come membri della normale flora del tratto gastrointe- 
stinale, della pelle e, come contaminanti, nella vagina, 
nelf'orofaringe e nell'urina in pazienti cateterizzati. Più 
frequenti sono le contaminazioni da pane di tali mi- 
crorganismi quando vi sono condizioni predisponenti, 
quali si verificano in pazienti sottoposti a protratta te- 
rapia antibiotica, lunga degenza ospedaliera, in neo- 
plastici, compresi i leucemici, e in soggctfi sottoposti 
a trapianto d'organo. In questi ultimi, la terapia im- 
munwsoppressiva costituisce una delle pih importanti 
condizioni predisponenti per l'instaurarsi di colonizza- 
zioni ed eventuali conseguenti infezioni. È noto che 
in tutti questi pazienti, la maggior parte delle infezioni 
da funghi è di origine endogena. e nei trapianti renali, 

le sedi maggiormente interessate sono costituite dai 
polmoni, dal tratto urinario e dalla ferita. Alcuni 
Autori riportano che il 51 q/, di tali pazienti presenta 
colonizzazioni, infezioni localizzate o generalizzate da 
Candida e il 70 0,& ha candiduria [l]. Sempre questi 
Autori rilevano nella loro casistica una significativa 
correlazione tra infezioni fungine e rigetto, ipotizzando 
che ciò sia in relazione con l'uso di alti dosaggi di 
prednisone e di siero antilinfocitario. Tra le varie spe- 
cie, la Candida albicans è responsabile di infezioni con 
maggiore frequenza, seguono poi le altre specie quali 
la C. stel/atoidea, la C. parupsilosis, la C. tropiculis e la 
C. krwei. Nel periodo gennaio-ottobre 1981 abbiamo 
eseguito il controllo microbiologico di 63 pazienti sot- 
toposti a trapianto di rene presso la I1 Patologia Spe- 
ciale Chirurgica dell'Universit9 di Roma, secondo un 
protocollo che prevede l'esame miaobiologico prima 
dell'intervento e, con frequenza settimanale nel primo 
periodo post-trapianto, di tampone faringeo, espetto- 
rato, urina, secreto vaginale, feci, drenaggi e, se ne- 
cessario, aspirato bronchiale. liquor, sangue. 

La ricerca della Candida nei campioni provenienti 
dai pazienti sottoposti a trapianto di rene & stata effet- 
tuata mediante la semina su Sabouraud agar e Sabo- 
uraud agar addizionato con cloramfenicolo (0.05 mgl 
ml). I ceppi isolati sono stati tipizzati in base alle prove 
colturali e biochimiche riportate nella Tab. 1. La for- 
mazione della pellicola superficiale è stata eseguita in 
Sabouraud brodo; la formazione del tubo germinativo 
in siero di cavallo e nello stesso con l'aggiunta di N- 
acetil-glucosamina come stimolatore [2]; la formazione 
delle clamidospore su Corn Meal Agar (BBL). Per la 
fermentazione t stato usato Cystine Trypticase Agar 
(BBL) con l'aggiunta di dischetti impregnati dei vari 
zuccheri (Taxo Carbohydrate Discs) (BBL) e per le 
prove di assimilazione lo Yeast Nitrogen Base (BBL) 
secondo Wickerham [3]. Infine, la resistenza al ciclo- 
esimide è stata saggiata mediante semina su Sabouraud 
addizionato con cicloesimide (10 pg/ml Acti-dione Up- 
john). È stata inoltre studiata la sensibili& dei ceppi 
di Candida isolati ai seguenti farmaci antimicotici: am- 
pbotericina B (Squibb), miconazolo (Jansen), nistatina 
(Squibb) e 5-fluorocitosina (La Roche). 



Tabella 1. - Srhema per Pidenli/Fra~ione di Cmdida. 
p---- -~ ........ 

Formazione della pellicola 

colturali ... Formazione del tubo germinatiao 

I Forinazionr delle clnmido~~ori 

Prove 
biachiniiche 

Gnlnttosio 

Saccarosio 

Mnlrosio 

Glucorio 

Lattosio 

Inoriralo Trealorio 

Lottosio Mclihiorio 

Glucosio Cellobiosio 

Saccarosio Rnffinasio 

Dulcitoln Mnltosio 

Xilaio Gilstto~io 

Resirtenrn n l  Cicloesimide 

Produzione di Ureasi 

Per quanto riguarda lo studio della sensibilita ai far- 
maci antimicotici sono state calcolate le M.I.C. (Mini- 
ma Concentrazione Inibente) con il metodo della dilui- 
zione in terreno liquido e le M.F.C. (Minime Conceii- 
trazioni Fungicide) mediante la suhcoltura delle con- 
centrazioni maggiori o uguali alla inibente in Sabo- 
uraud agar senza antibiotici. Come terreno è stato 
usato lo Yeast Nitrogen Base addizionato di glucosio 
(1 %) e di asparagina (0,4 g/l) tamponato a p H  7. Pcr 
l'inoculo sono state utilizzate sospensioni in soluzione 
fisiologica, ottenute da colture di 48 ore su Sahouraud 
agar, con una concentrazione di lO~e l lu le /n i l .  

I n  30 pazienti, pari al 47,6 % è stata isolata la Can- 
dida in una o più sedi dell'organismo. Come si puì> 
osservare dalla Tab. 2, le alte vie aeree rappresentano 
la sede che con maggiore frequenza risulta colonizzan. 
come pure abbastanza elevata è la percentuale di can- 
diduria osservata. 

Nella nostra indagine abbiamo isolato 50 ceppi di 
Candida sp. dai 30 pazienti esaminati, in quanto alcuni 
di questi presentavano contaminazioni in più sedi del- 
l'organismo; in 5 casi sono state isolate 2 specie di- 
verse dallo stesso paziente. In base alle prove colturali 
e biochimiche, le Candide isolate (Tab. 3) sono risul- 
tate: 30 C. albicans, 8 C. parupsilosis, 5 C .  s!rlla!oidru, 
2 C. k r ~ t i ,  2 C .  pser~dotropiralis, ed inoltre 3 apparte- 
nenti al genere Torulopsis: 2 T. g/abra/a e 1 T. pinto- 

Tnbclla 2. - S ~ d i  di isolarmrfo di JO Candida sp. in i 0  
(47,6 ':,,) paxienti trapiantnti n d  periodo ~unnaio-ottobre 
1981. 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Alte vie nercr 22 (44:/,) 

Tr:itto urinario.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  9 (IU'?;,) 

. . . . . .  Intestino.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  .. 6 (1Z0,) 

Altresedi . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 (4",,) 

(ferita, redon, iistolc, ecc.) 

Tabella 3. - Sperip di Candida isolatc. 

Iopesii, che secondo le ultime divisioni tassonomiche 
sono considerati appartenere al genere Candida [4]. I 
risultati ottenuti nelle prove di sensibilità sono ripor- 
tati nella Tab. 4. Tutti gli antimicotici saggiati hanno 
un range di attiviti piuttosto ampio, nella maggioranza 
dei casi si è avuta attiviti fungicida, tranne per il Mi- 
conazolo nei confronti di ceppi d i  C. albicm e C. 
stellatoidrd e per la 5-Fluorocitosina nei confronti di C 
parupsilosi~ e delle Candide dell'ultimo gruppo. I valori 
di M.I.C. per tutti i ceppi e per tutti i farmaci, tranne 
che per la 5-Fluorocitosina, sono piuttosto elevati, in 
particolare per le Candide non albicans. E interessante 
sottolineare alcuni punti dei risultati ottenuti: le per- 
centuali di contaminazione da noi osservate nei pa- 
zienti oggetto del nostro studio sono analoghe a quelle 
riportate in letteratura, inoltre risulta evidente con~e. 
oltre alla C. albiruns. rivestano un ruolo significativo Ie 
altrc specie che più spesso risultano resistenti ai far- 
maci antimicotici. Inoltre i dati di M.I.C. e hI.l:.C. da 
noi ottenuti sono piuttosto elevati. Cib puì> essere do- 
vuto al fatto che, poichf più ccppi provengono dallo 
stesso paziente, è ipotizzabile che questi abbiano le 
stesse caratteristiche biologiche; pertanto, l'eventuale 
resistenza di questi ccppi nd uno o più farmaci, incide 
notevolmente sulla percentuale totale. Infine, dato che 
in letteratura non vi sono studi sulla sensibiliti di 
ceppi di L'ar~dida sp. di analoga provenienza, è possibile 
che questi abbiano acquisito per selezione carattcristiclic 
particolari. 



Tabella 4.  - Affiuità comparativa dell'Anphofericina E, della ~Vistatinu, del iliiconayolo e dd/a 5-Fluorocitosi~ nei 
ronfonti di 50 ceppi di Candida sp. 

~~ -- -P-- - 
M. I. C. M. F. C. 

S P E C I E  Antlmirorko -- 
h n g c  50 "1. 90 O / .  R m g c  50 '1. 90 O/ .  

Amphotericins B 0,02-10.00 0,HO 2,50 0,039-10.00 1.44 4.60 

Nistqtina <0,05-25.00 3,70 11,30 c0,05-25.00 4,40 11,60 
C. albicans (30) . . . . . . 

Miconarola 0,lO-50,OO 3,75 9,8O 0.10-50,OO 3.80 25,W 

i 5- Fluorocitosina ~0,05-50,OO 0.14 6,25 <0,05-50.00 0,50 12,50 

( Amphotericina B 0,16-5,oO 0.62 2,OO 0.32-5.00 1,05 3.10 

I Nistatina 1,56-12,50 2,20 7,15 3,lZ-12,50 2,70 7,15 
C. parapsilosis (H) . . . . 

Miconazolo 0,39-12,50 3,12 8,OO 0,39-12.50 3.12 10,90 

5- Fluoracitosina 0,20-25,OO 1.56 15.40 0,20-> 100,00 12,50 43,50 

r Amphotcricina B I,25-5,00 1,87 3,70 2,50-10,00 L,03 3.70 

I Niatatina 6.25-12,50 7,35 11.50 6,25-12,50 8,60 11,70 
C. stellatuidca (5) . . . . 

Miconaiolo 1,56-25,W 14,60 22.90 1,56-100,OO 15,60 73,80 

5- Fluorocitosina 0,lO-0.39 0,HO 0,29 J.10-0.39 0,80 0.29 

C. krusei (2) . . . . . . . . . Amphotericina B 0,32- 5,OO 1,59 4,lO 0,32-> 10,OO 1.59 > 10,CO 

C. p~eudutropicalis (2) Nistatina 1,56-6,25 3.60 5,80 1.56-12.50 3.80 8,40 

L'. glnbrarn (2) . . . . . . . Miconarolo 0.39-12,50 2.40 8,40 0,39-12.50 3.80 8.4'3 

C. pintolupesìi ( l )  . . . . 5- Ruurucitosina 0.20-12,50 0,29 8,ZO 0,20-50,OO 0,92 33.50 
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Studio suli'attività aiitirnicrobica del salicilato 8-chinoliiiilbenzoato 

Summary (Antibacterial Activity of Salicylate 8- 
quiiioliiicbenzoate). - T h  sdi+/e 8-qtinoiineben~oate 
r.wrts un a~~/imirrobic acf iu i~  agains/ ~.easfs (Candida, 
Criptococcus) and hyphomycetes; is ac/;ued, tnoreouer, 
apinsf Gram-positive und Gram-negative bacferia. The 
act iu i~~ OJ this rompomd inrreases &h opportune exripienls. 
There is qnestio~r abortt ihe mechanism of arf~on of t b i ~  con!- 
pormd. 

Il salicilato 8-chinolinilbcnznato è un antimicoticu 
[l], del quale peru non è noto Io spettro di attività. 
La sua azione antimicotica potrebbe essere messa in 
relazione alle caratteristiche della sua molecola contem- 
poraneamente lipofila e ionica, tuttavia non e ancora 
conosciuto il meccanismo d'ationc. E da ricordare che 
1'8-chinolinilbenzoato è stato studiato tra i fungicidi 
del suolo [2]. È altresì da  tener presente la possibile 
azione antiniicrobica del salicilato C del benzoato fa- 
centi parte della molecola [3]. 

Scopo del lavoro è quello di effettuare ricerche sui 
niiceti e sui batteri Gram-positivi e Gram-negativi al 
fine di definire lo spettro di azione del salicilato 8- 
chinolinilbcnzoato, ed ottenere alcune valutazioni sul 
possibile meccanismo d'azione di questa sostanza. 

La spcriincntazionc f statd effettuata su numerosi 
ccppi di miceti e di batteri in genere isolati da niatc- 
rialc biologico. In  particolare trz i miceti blastoccllu- 
lari sotio stati adoperati: 61 ceppi di Candida albiruns; 
30 ccppi nppartenenti ad altre specie dcl genere Candida 
(9 C. strlla/oid~a, 6 C. tropira/is, 2 C. ps~ndotropirn/is, 
3 C. pilliernrondii, 3 C. n/aredonier~sis, 1 C. parupsi/o~is, 
1 C. krrrsei, 1 C. ntilis, 4 C. sp.); 4 ceppi di Cypfo- 
<a<.crIs rieoforniorrs. 

Tra i miceti filaincntosi sono stati adoperati 6 ccppi 
dcl genere Asprrgilfr,~, 4 ceppi di Trirhop&on nnttnla- 

, grop/g/es e 2 ceppi di Microsporm ranis. Tra i ccppi 
batterici sono stati adoperati 26 ceppi di batteri Gram- 
positivi (11 ceppi di .Stapbylororcns @ogenes e 15 ceppi 
di Strup/o~.ocus O U ~ ~ J )  e 91 ceppi di batteri Gram-nega- 
rivi di cui 31 appartenenti agli enterobatteri (9 ceppi 

del genere .Ta/,itnn~//n, 11 del genere K/~b~ i r / /u  C I I rcp- 
pi di Ii~rtreridia roli), 39 ceppi del gcncrc Profri~s (111 
P. rnirubi/is, 11 P. nlorfani:, 7 1'. rfffgrri, 7 P. r,/,karis, 
4 Pro~iidenzia) e 21 ceppi di Pstndon~onas aer~gimrn. 1.c 
colture batteriche sono state seminate per le prove in 
DST (Diagnostic Sensitivity Test Agar, Oxoid). 

Le colture dci miceti sono state scminate in Sabo- 
uraud. I1 p H  dei terreni nelle prove era portato a p i l  
7,2 e 5,8. La semina batterica è stata effettuata con le 
diluizioni di brodo-coltura di 18 ore di sviluppo in 
modo da ottenere un inoculo rispettivamente di 2 .  103 
batteri e 1 0 h i c e t i  blastocellulari. Nel caso dei miceti 
tilamentosi l'inoculo proveniva da una coltura di 72 h. 
L'attività antitnicrobica e stata studiata mediante valu- 
tazione della concentrazione minima inibente (M.I.C.). 
Negli esperimenti e stato adoperato il salicilato 8-chi- 
nolinilbenzoato. In alcuni espcrimenti è stata studiata, 
inoltre, l'azione del metil C propilpnraossibenzoato da 
solo ed in associazione con il salicilato 8-cbinolinil- 
benzoato, e aggiunto in una pomata avente la seguentc 
composizione : 

Salicilato. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  g 2 
Lanolina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  g 0,5 
Miri 45. .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  g 2 

. . . . . . .  I'ropil e nietilparaossibenzoato g 0,013 
Cera d'api gialli) . . . . . . . . . . . . . . . . .  g 0,150 
Speriliaceti . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  g 0,150 
Olio di arachide . . . . . . . . . . . . . . . . .  g 0,650 
Stearina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  g 0,500 
Trietanolatnin~ . . . . . . . . . . . . . . . . . .  g 0,118 
Butilidrossianisolo . . . . . . . . . . . . . . . .  I: O,W625 

La stishnza p u n  c la pnniata cratio disciolti i n  acc- 
tonc in quantità non intcrfcrcntc lo sviluppo dcllc c<,l- 
ture e pui si ~Hcttuavniiu diluiziriiii scalari nci tcrrciii 
da csperimcnto. La lettura dei risultati cm cscguitn 
dopo incubazione di 18 h a 3 7 K  pcr i batteri, 36 li 
per i miceti blastocellulari e 60 h per i miceti tila- 
mentosi. 

. I+OIIP del rn/ici/'~to 8-rhinnlinilbfx p f o  sui mireti bh-  
.r/ore/l~~/ari (Candida, Ct~ptococrris). - Lc esperienze effet- 
tuate a pH 5,s  (Tab. 1) hanno dimostrato una di- 



Tabella 1. - Azione del salidato 8-chii~oliniibeqoafo u P H  5,8 uerso 84 ceppi di Candida (56 C. albicans, 9 C. stcl- 
latoidea, 5 C. tropicalis, 2 C. psuedotropicalis, 3 C. macedoniensis, 3 C. guillierniondii, l C. krusei, 1 C. 
parapsilosis, 4 Candida sp.) e u p H  7,2 uerso 85 ceppi (57 C .  albicnns, 28 Candida sp.); uerso 4 ceppi u p H  5,4 
e 3 ceppi u p13 7,2 di C. neoformans. P 

----p.p . .... ~~ - ~ ~- ~ - ~ ~-~ . ~~ ..~ ~ ~ ~~ ~ ~ - - p - ~ - ~ ~ ~  ~~~ 

Candida ap. C. ncuformrns 
M. I. C. -.p -- 

iWml PH 5 . 8  ", ,o PH 7 .2  ,O P I I  5,s DII 7,Z t, ,m 

0.40 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  I - - - - - 
0,80 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  - I 1 - - 
1,56 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  - - - - p 

3,12 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3+ 1 2-t I 2+1 - 3 L00 
6,25 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2+4 313 - - - 

12,50 ..................... 15+6 316 . - - - - - 
25,OO ..................... 391-21 11+9 1+3 100 

50,OO ..................... 5+60 - 12120 - - - 
... . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100,OO 7+65 4+32 - - 

200.00 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  l+72 28+36 - - - 
> 200,OO ..................... 12 15 20 24 - - - 

- 
Ceppi sensibili X ........... 31.98 108,41 8 3.12 

p---- .. . . .  -~~ .. ~~ - - ~ -.--.p-- 

La letture per la Condida rp. .? stata effettuata dopo 18 h a 37 C. 
LP lettura per il C. neofonnuns b stata effettuata dopo 24 h a 37°C. 

screta attività antimicotica del salicilato 8-chinolinil- 
benzoato verso 1'85 % dei ceppi di Candida saggiati. 
Minore & invece Yattività a pH 7,2 che si esercita in 
maniera pih limitata sul 76 % dei ceppi saggiati. Una 
notevole sensibilita è stata dimostrata dai Criptococchi 
saggiati sia a pH 5;8 sia a pH 7,2. Tutti i ceppi sag- 
giati vengono inibiti entro 25 pg/ml a pH 5,s ed en- 
tro 3,12 p g / d  a pH 7,2 (Tab. 2). 

Azione del su~ici~uto 8-chino/iniibenpato sugli ijàomi- 
rafi. - I ceppi saggiati sono risultati sensibili all'azione 
del salicilato &hinolinilbenzoato: a pH 5,8 tutti i 
ceppi vengono inibiti entro la concentrazione di 100 
p g / d ;  a pH 7,2 il 96 % dei ceppi viene inibito en- 
tro 200 p g / d .  

Tabella 2. - Azione dei sulirilalo 8-cinno/ini/6n~oato a 
p H  5,8 c p H  7,2 uerso 72 reppi di ifomiceti (6 ceppi 
di A. fumigatus, 4 ceppi di T. mentagrophytes, 2 
ceppi di M .  canis). 

---p- 

M. I. C. 
~ i l l m l  

DH 5.8 PH 7,Z 

Azione d d  ~a/iciluto 8-ch~nolinilbenpouto uwso i tocchi 
Grain-positih8i (Slupbylococcus pyogenes, Strepfocotcns ova- 
l i ~ ) .  - Tra i batteri Gram-positivi sono stati saggiati 
lo Sfapb$ococcus pyogenes e lo sirepfococtus oualis. 

Sia a p11 5,8 che a pH 7,2 (Tab. 3) gli st<rfi/orocchi 
sono risultati notevolmente sensibili all'azione del sa- 
licilato 8%chinolioilbenzoato. Gli enferococchi sono risul- 
tati sensibili soprattutto a pl l  7,2 (Tab. 3). Tra tutti i 
ceppi Gram-positivi saggiati (Tab. 3) non si sono 
osservati ceppi con sensibilità suderiore a 100 yg/ml. 

Azione del suliciluto 8-chinolinilben~oato uerso i batteri 
C;ran~-negatiui. - I ceppi degli cnterobatteri saggiati si 
sono rilevati limitatamente sensibili all'azione del sa- 
licilato &hinolinilbenzoato sia a pH 5,8 che a pH 
7,2 (Tab. 4). I ceppi appartenenti al genere Proteus 
e i ceppi di Pseudomonas aeruginosu si sono rivelati scar- 
samente sensibili all'azione del salicilato &hinolinil- 
benzoato. In particolare i ceppi con resistenza supe- 
riore a 800 p g / d  sono a pl l  5,8 il 10 0/o dei ceppi 
saggiati nel genere Protens ed il 47,6 % dei ceppi di 
Pseudon~onas ueruginosu; la percentuale di questi ceppi 
resistenti a pH 7,2 nel genere Protcus aumenta al 69 % 
e al 95 % con i ceppi di Psendomonas (Tab. 5). 

Azione del saliciluto 8-chinòlinilben~outo con aggiunta di 
propil e mefiipuruossiben~oato uerso miceti blastocelluluri. - 
L'azione antimicotica del salicilato 8xhinolinilben- 
zoato viene aumentata dall'aggiunta di metil e pro- 
pilparaossibenzoato, come risulta dalla Tab. 8, ri- 
ferentesi ad esperimenti condotti a pH 7,2. Tale au- 
mento viene esercitato anche dal propil e metilpara- 
ossibenzoato unito ad altri eccipienti presenti nella 
pomata precedentemente descritta. 

Azione del sulicilufo 8-chinolinilbet~xoato con aggiunta di 
propil c meti(piruossiben~oufo uerso gli ifmiceti. - Come 
risulta dalla Tab. 8, la pomata contenente salicilato 
8-chinolinilbenzoato presenta una buona attiviti che 



Tabella 3. - Aziom del salicihfo 8-chinolnilben~oafo a p H  5,8 e P H  7 , 2  verso I l  ceppi di Staphylococcus pyogenes 
e verso 15 ceppi di Streptococcus ovalis. 

-.-p-p- ~~ ~. .-- -~~ ---- 

S ~ a ~ h y l o ~ ~ ~ c u s  ~ y o ~ c n e a  S C ~ ~ ~ I U C U C I U ~  ~ v n l i s  
M .  I. C -- 

wiml nH 5.8 ?O OH 7,2 ." DH 5 .8  PH 7.1 % 0 ,  W 

1.56 ....................... - - 1 - - - - - , ~. 
3.12 ........... :.. . ;. ;-,. ... - - I +  l - - 
6,25 ....................... l - - - - - - 

12,50 ....................... 5 + 1  - 7+2 - 7 - 7 - 
25 .O0 ................ ,. ..... 5 + 6  100 - - 2+7 6+7  - 
50.00 ....................... - - 2+9 Ilh) 2+9 73 2+13 100 

100,00 ....................... - - - + + l 1  - 
O p p i  sensibili X .............. I7 ,6l  17,47 - 42,5 - 22 , s  - 

.. ----~-------~p~pp-.. 

Lettura effettuata d o p o  I8 h a 37 "C. 

Tabella 4. - Azione del salicilato 8-chinolinilbeqmto a 
p H  5.8 e p H  7,2 su 31 ceppi di batteri Cram-negativi 
(9 Salmonelle, 1 I Klebsielle, l l Escherichia coli). 

--p 

M.LC. 
w/ml OH 5.8 % PH 7.2 % 

25 ......... - 2 - - 
50 ......... l - l + 2  

100 ......... I l+ !  - 2+3 - 
200 ......... 15+l2 - 24+5 - 

> 200 ......... 4 13 2 7 
~- 

X .......... 153.7 175.8 - . ~ 

-.P- -- 

Lettura effettuata d o p o  l8 h a 37 ''C. 

si esplica maggiormente a pH 7.2. Buona attività che 
si manifesta circa negli stessi valori medi a pH 7,2, 
con aggiunta di propil e metilparaossibenzoam. 

Azione dell'associa~(ione saliciluto 8-chinolini/ben~aato e 
pomufa contenenfe propri1 e meh'lparaorriben~oafo verso mi- 
ceti blastocelluhri, ifomiceti, bufhri Gram-positi~i, Gram- 
negativi, Protetu e Psedom0nu.r. - Come risulta dalla 
Tab. 6, la pomata contenente salicilato tLchinolinil- 

benzoato presenta una buona attività antimicotica. Si 
nota, infatti, paragonando questi dati alla Tab. 1, 
riferentesi ai miceti blastocellulari, un aumento di at- 
tiviti che a pH 7,2 è circa 3 volte maggiore. Si nota, 
inoltre, la scomparsa dei ceppi con M.I.C. superiore 
a 200 pg/ml sia a pH 5,8 che a pH  7,2. Buona attiviti 
della pomata che, per gli ifomiceti, si esplica maggior- 
mente a pH 7.2. Si può evidenziare, sempre nella 
Tab. 6, come la pomata esercita una buona attiviti 
antibatterica verso i ceppi di StapbyIococcus pyogenes 
specialmente a pH 7.2, dove si ottiene una M.I.C. 
media di 2,59 pglml. Se si confrontano questi risul- 
tati con quelli riportati nella Tab. 3, si nota un au- 
mento di attivita che a OH 7.2 è di circa 7 volte. Nelle . , 
prove con i ceppi di Sfreptococctu oualis si nota che I'at- 
tiviti antibatterica della pomata è ancora maggiore e 
se si confrontano questi risultati con quelli riportati 
nella Tab. 3. si nota un aumento di attiviti che. a PII 

A 

7,2, è di ; i ra  10 volte. 
Con gli mterobafferi (E. coli, Klebsielle, Salmonelle), 

la Domata contenente salicilato &hinolinilbenzoato 
presenta una discreta attiviti antibatterica. Se si con- 
frontano questi risultati con quelli riportati nella Tab. 4, 
si nota un aumento di attivitl, che si estrinseca con 
la scomparsa di tutti i ceppi con M.I.C. superiore a 
200 pg/ml e con un aumento di attiviti che, a pH 

Tabella 5. - Azione del salicihto &chinolinilbm~oato a p H  5 ,8  e p H  7,2 verso 39 ceppi delgenere Proteus (10  P .  mira- 
bilis, 11 P. morganii, 7 P. rettgeri, 7 P. vulgaris, 4 I'rovidencia) e verso 21 ceppi di I'seudomonas aeruginosa. 

--p-- .~ 

Pmcui Picudomoni. 
M. I. C 

~ W m l  DH 5.8 ?O DH 7.2 0, , m  PH 5 , B  DH 7 . 2  0, ,o 

100 ........................ t - I 
200 ........................ 4+2 15,3 - 2.5 - 
400 ........................ 7+6 - 9 - 1+1 - 

, 800 ............ . ... .. .. .. ..  22+13 - 3+9 9+2  I - - 
i 800 .................. ... .. 4 10 27 69 IO 47,6 20 95 

Lettura effettuata d o p o  18 h a 37%. 



Tabclln 6.  - Apime del'arsociapione ralicihto 8-chino- 
U ~ Ù h # p t a  +pomata contenente propil e ncti/paraossi- 
brnpwto. 

- 
Ceppi *.i.renu 

N. M.I.C. 
100 w/ml 

OENERE cemi - x 'H 5.8 vH 7.2 
oH 5.8 oH 7.2 % % 

Ckndldi .......... W 30,19 37,W - - 
ifomiccti ......... 8 34,05 10,07 - - 
St.pyogenw ...... 1 1  14.77 2,59 - - 
Su. 011i1li ........ 15 10,31 2.39 - 
Onm-(KES) ..... 31 75.80 45.96 - - 
Rouu a........... 39 - - 67 72 
Raudomonu ...... 21 - 90.5 81 

Tabella 7. - Apiom del salicilato 8-~bino/iniben~oato con 
45gibta di propil c netì/paraosriben~wto (rapporto I: 1 )  
wn 8 nppi di ifaniceti (3  ceppi di AspergiUus fumi- 
gatua. 3 oppi di Tricophyton mentagrophytes, 2 
ceppi di Microspomm canis). 

7.2, C di circa 4 volte. Con i ceppi di Proicur e Pseudo- 
~ n n r  la pomata presenta una modesta attività (Tab. 6). 
Tuttavia, se si confrontano questi risultati con quelli 
r i p o ~ t i  nella Tab. 5, si osserva un notevole aumento 
di attiviti; infitti, a p i i  7.2 con il genere Proteru i 
ceppi con M.I.C. superiore a 800 pglml diminuiscono 
di olue 13 volte. Con i ceppi di Preudomow si ha una 
riduzione dai 95 % al 38 %. 

Tabella 8. - Apione &l salicilnto 8-cbinolinilben~oato con 
aggiunta di propil s metiIporaossiben~oato (rapprto 11:) 
verso 53 ceppi delgenere Candida (31 ceppi di C.  albi* 
cans, 4 C. stellatoidea, 2 C. macedoniensis, 5 C. 
tropicalis, I C. pseudotropicalis, 2 C. kusei, 4 C. 
guilliermondii, l C. parapsilosis, 1 C. leugeronii, 
1 C. winwatii, 1 C. utilis). 

1,56 ..... 1 - 1 - - - 
1,56 ..... 1 + 1  - l + I  - 
3,lt. .... - - 2+2 - - - 
6.25. .... 5+2 - 22+4 - 5 - 

l2,50 ..... l2+7 - 4+26 - 20+5 - 
25,OO ..... 23+19 - 11+30 - 17+25 - 

50,W ..... 4+42 88 8+41 92 - 89 
lW,W ..... - - 1+42 - 
2 W . W .  .... 2+46 - 4+49 - 4+43 - 
4cwo0,W.. ... - - - - 
8 W , W  ..... 2+48 - - - - - 
800,W ..... 2+50 - - - - - 
X ......... 118,43 - 31.53 - 34.17 - 

- 

Lettura diermau dopo 36 h i 37 *C. 

I1 salicilato khinolinilbenzoato (Sal &h) è un 
antimicotico attivo sia verso i miceti lieviformi che 
verso gli ifomiceti. Questa molecola è interessante, 
percht! lo spettro d'azione si estende non solo ai bat- 
teri Gram-positivi ma anche ai Gram-negativi ed in 
particolare agli mterobatteri; sono poco senaibili, tut- 
tavia, i ceppi di Proteus c Pseudomow. fi possibile 
che l'ampiezza dello spettro aia legata aila presenza 
nella molecola del saliciiato e benzoato, le cui attivita 
antimicrobiche sono note; infatti, è stato dimostrato 
che l'nttiviti del Sal &h può venire incrementata da 
parte di un benzoato. $i interessante come l'attività 
del Sal &h possa venire incrementata in preparati 
farmaceutici ed in pa~ticolare in una pomata da noi 
saggiata: la presenza di alcuni eccipienti come il pro- 
pil e metilparaossibenzoato è alla base di questo in- 
aementg di attiviti del Sal &h. 

l. Mdkmmh, IV Ed. 1%5. 111: 1-2973. 

Z Tox~rrui. D. C. 1967. Fmgiiidrr. A d .  Pms.  I: 1-209. 

3. McCuuacn. E. C 1936. D*>iifrdiai a d  rrniliqdim. H .  Kimpton 0%). London, pp. 261-266. 



Vdutazione di patogenicità di varie specie di Cryptococcus 
su topini normali e cortisonizzati 

I.iini:xzi~ 'TUTTOBELLO (a), PIAVIA DE BERNARDIS (a), LCISELLA NORELLI (h ) ,  
l:ri.\x.ceico FRATONI (a) C E s s r o  l',iLLIOLA (h )  

(a) Scri'itio Biologico; (O) Laboratorio di Vetrrinariu, Istitt~to Superiore di SanUà, Xorna 

Riassunto. - .,llr~~irc .s/vcic di Crgptococcus, o h  d 
i,ari c<ppi di C. neoformans, capaci di crescere a 37<'C, 
.rono .itate sperilrlentale si1 topini, illocu/alrdo a Mrie dosi 
per uia e.ii., ;.p,, i.(., nel fentatiuo di dimostrarne ( > n w  
tilale opportunismo. Le analisi microbiologirhe, istologiche, 
imatocliniche (glucosio, i~rra, ~~rcafiirina, GOT,  G P T )  ef- 
fettuate sug/i animali prograntnrnticamentc abbattuti, hairno 
ri~os/rato una grande  lar riabilita d i  rir~rlenya @a i ceppi di 
C. neoformans e insignficanti n~odijcaqiorri con le altre 
specie. Una seconda serie di esperienqe, effettuufe cor/iso- 
nixxando gl i  animali inoculati con a/te dosi, non 1 stata su/- 
fcitntc a din~ostrare i'opport~~nisnto p/ogeno dei ~.r~)tococchi 
noli neoformans. 

Summary ((Experimental IJathogenicity of Crypto- 
cuccus sp. in Normal and Cortisone-treated hlicc). - 
A trumber of Crvptococcus sp. a/ong utfh seueral sfraNIs 
o/ C. neoformans capable to grow at 370 C were exan~ined 
[or tbeir pathogeniN?y /or mouse on admiui~tration hJi seueial 
ro~lte ( h . ,  i.p., i.(.). Animals sacrificed a/ interuals duritig 
ihe experiments werc ~ubjected to microbiologiiaJ, his~ological 
md l~e~natochemical examination. The results showed that 
s/raius o/ C. neoformans (but not of other Cyptococcris 
(pp.) mrre endowed with a wide range ofpafhogenicitji potenfial. 
Còrfime-treafed nlice were not shorvir to be sig~rijiantly pre- 
il;.cposed to infection by non-~mfarmans species oJ Cryptococcus. 

Il C. neoformans è stato studiato negli ultimi decenni 
da vari punti di vista. Il suo piirticolare opportuoi- 
smo, la sua alta pericolosità una volta penetrato nel- 
I'<irganisnio, la sua natura di « gigante nascosto » [l], 
~probabiltiicnte più presente di quello che non si creda 
c più dannoso di quello che non si sappia, la fonda- 
~iicntalc opera di Littman sulle criptococcosi [2] hanno 
ciintribuito a moltiplicarne negli ultimi venti anni 
l i  studi epidcmiologici, patogenetici, citochimici, tas- 
siinomici (è recente la scoperta della sua forma per- 
fetta basidiomicetica Filobasjdida neoformans 131). Sono 
iiii~lte quindi le acquisizioni sul C. neofornzanr, quanto 
sporadiche, carenti o imprecise sono le conoscenze 
sullc altrc specie del genere. Consultando la biblio- 
grafia recente. anche con I'ausilio del sistema 
AIEDLINE, abbiamo rilevato che sul genere CCypto- 
~ r i . w  rsiste iliscordanza di dati e di notizie(*); prin- 
cipalmcntc non è stato possibile ricavare un modello, 
o dei suggerimenti sicuri, per condurre, per un certo 

fine, provc di pa top ic i t à  sperimentale. AIolto C de- 
scritto sulla via di inoculo più usata nel topino, quella 
intracerebrale, condotta generalmente a fini diagno- 
stici o di determinaziune della virulenza, ma spesso 
non è specificata o la preparazione delle colture per 
l'inoculo, o il volume di questo o la dose; indicazioni 
meno precise si ritrovano per gli inoculi endovena 
C intraperitoneali. 

Studi di invasività e sul ruolo opportunistico di al- 
tre specie del genere Cyptococcus non esistono, an- 
che perché spesso è invalsa la convinzione che tali 
specie sono incapaci di sviluppare a 370 C [6, 7, 101. 
Eppure C'. albidus (var. albidus e var. difluens), C. bu- 
rentii, C. luleolus sono stati saltuariamente isolati in 
campioni clinici (urine, pelle, tratto respiratorio (11, 121) 
e riportati in articoli di interesse medico [13]; noi 
stessi abbiamo isolato C. dbidus in organi diversi di 
feto bovino [l41 e ci siamo trovati di fronte al quesito 
di stabilire I'innocuità di un criptococco utilizzato in 
un processo industriale che ne prevede lo sfrutta- 
mento come biomassa e come produttore di eozimi. 

I'cr tutto quanto detto abbiamo ripreso lo studio 
di patogenicità sperimentale dei criptococchi nei topini. 

Micro<<atrismi. - I ceppi di colleiione (CBS, IMAT) 
C di altra provenienza, isolati C identificati secondo 
Ludder L151 con osservazioni morfologiche e prove 
biochimiche C fisiologiche, sono i seguenti: C. neo- 
formans (132 CBS specie tipo, 4710 IhlAT, 4711 Ci- 
ferri, 4712 IhlAT, 4713 tampone nasale, 4714 Ciferri); 
C. laurentii (4687 IhlAT, 4688 espcttorato di pa'ientc 
tubercolotico, 4821 lievito di pane); L: albidus (4709 
ceppo industriale); C. albidus var. dtflup~~s (17ab feto 
bovino); L: terreurs (1895 CBS suolo); C, skinneri (5029 
CBS insetti); C. dimennae (5770 CBS mangime); C. 
Ioctati~oru~ (5771 CBS acqua di mare). 

Terreni di coltura. - Per l'isolamento è stato utiiiz- 
zato il terreno differenziale e selettivo BCG ( b n m  
cresol green) con aggiunta di penicillina (50 U/ml) 

(*) Siilla ptogeiiiciti  priinaria o siill'opportunismn del C. iwo- 
/u rmms 14, 51; sullii barriera dei 37 "C come temperatura iiias- 
simn di sviluppo per i non n c o / o r ~ m ~  [6-81; sulla produzione di 
urcnsi [P]. CCC. 



e streptomicina (50 y/tnl); per la conservazione e i 
passaggi routinari agar-malto; per allestire le colture 
inoculo brodo nutritivo glucosato (BNG). Per le os- 
servazioni morfologiche sono state allestite slide cuitures 
in corn meal agar con twen 80. 

Preparazione dsII'in~~ulo. - Colture cresciute 48 h 
su agar malto a 270C vengono seminate in beute 
con BNG e poste in shaker rotatorio a 370 C per 48 h. 
Dopo conta in camera di Thoma si allestiscono so- 
spensioni diluendo opportunamente le colture con so- 
luzione fisiologica fino alle concentrazioni desiderate. 

Animali. - Sono stati utilizzati topini maschi ceppo 
Swiss (Charles River) di 18-20 g. Stabulati a tempe- 
ratura costante di 210 C 5 10 C e umidità relativa del 
55 %, alimentati <rd libitum con mangime pellettato 
della Ditta Piccioni. 

Pmue dipatogcnicità. - Sono state eseguite inoculando 
lotti di 10 animali con dosi variabili da 1 a 50 x lo7 
cellule in 0,5 ml per via endovenosa e intraperito- 
male e con dosi variabili da 5 a 30 milioni in 0.02- 
0,OJ ml per via intr~cerebrale. In alcune esperienze gli 
animali sono stati trattati per via intramuscolare con 
0,1 ml (4 mg) di acetato di metil prednisolone (Depo- 
medrol Upjohn) 4 gg prima e 3 gg dopo l'inoculo 
dei criptococchi. Ad un gruppo di controllo è stato 
wmministrato solo il wrtisoniw. Gli animali sono 
stati tenuti in osservazione per tempi variabili da 4 a 
8 settimane a seconda delle esperienze. Gli organi 
(rene, cervello, fegato, polmone e milza) degli animali 
morti o abbattuti durante il corso delle esperienze 
sono stati esaminati miaobiologiaunente mediante 
piastramento in ngar malto e osservando successiva- 
mente le colonie cresciute dopo 48 h di incubazione 
a 270 C con colorazione negativa a fresco. 

Dctcrmimqione &i parametri ematici. - Sono stati 
eseguiti prelievi di sangue dal plesso retrorbitale degli 
animali infettati e dei controlli al 3, 50 e 160 giorno 
di esperienza e determinati i livelli sierici di glucosio, 
urcn, ueatinina, glutammico ossaiacetiw uansaminasi 
(GOT) e glutammico pimvico transaminasi (GPT) (**). 

Esame Ntologico. - È stato eseguito su parte degli 
organi analizzati microbiologicamente dopo fissa- 
zione in formalina salata di Policard, inclusione in 
paraffina a p.f. 5- C, sezione al microtomo Jung 
di circa 5-6 ri. e colorando con tecniche diverse: ema- 
tossilina-eosh; metcdo P.A.S. associato al metodo 
Van Gieson: colorazione a fluorescenza acridine- 
ornngc ed infine col blu di toluidina. 

RUultati e dircurione. - Dopo uno ~rrcening su nu- 
merosi ceppi appartenenti ad una ventina di specie 
e varieti di criptococchi [l61 sono stati sperimentati 
su topini quelli precedentemente elencati, che hanno 
evidenziato la capacità di sviluppare a 370 C. Nella 
Tnb. 1 sono riportati i ceppi di C ~ ~ ~ ~ O C O C C Y I  che sono 
firultati positivi agli esami miuobiologici eiiettuati 
su rene (R), cervello (C), fegato (F), polmone (P) e 
miiza (M) degli &mali inoculati. Non vengono ri- 
portati C. a& 4709, C. #m 1895, C. dimennae 
5770, C. hrtativwy~ 5771, mai isolati e C. dlbidrn var. 
d@vu 17ab raramente ritrovato. Sono riportati i 
dati relativi ai primi tre abbattimenti effettuati al 70, 
14O, 300 giorno dagli inoculi, mentre per la esigua e 
mltuaria presenza dei criptococchi negli organi non 

sono stati trascritti i risultati del IV abbattimento ese- 
guito intorno al 20 mese di esperienza. Sono state ino- 
culate dosi diverse in rapporto alla specie ed alla yja ,! 
di inoculazione; i vari ceppi di C. neoforman~ (indcu- 
lati e.v. ed i.p.) hanno mostrato, anche in relazione 
al tipo ed alla quantità d'inoculo, un'ampia variazione 
del grado di vinilenza in termini di permanenza ne- 
gli organi e di mortalità (dal 100 % col 4714 allo O % : 

wl 4711 - inoculo i.p. 2 x 1P; dall'80 % col 4714 
al 10% col 4712 - inoculo C.V. 2,5 x IO'). 

Delle altre specie di Cryptococcw, solo C. hurentii 
'1  ! 

4687 e C. skinneri 5029 hanno mostrato una presenza 
limitata ed attenuata nel tempo. 

NeUa Tab. 2 sono riportati i risultati deli'esame di 
alcuni parametri ematoclinici dei topini inoculati e.v. 
(5 x IO7) w n  C. b e n t i i  4687, C. sAnrncri 5029, C. 
aibidw var. d@ens 17ab e con C. ncoformans 4710 a 
bassa virulenza (inoculo e.v. IO7 - i.p. 1P); con questo 
ultimo, w n  i due tipi di inoculo, si sono riscontrati 
durante l'infezione aumenti considerevoli di urea e 
creatinina, indici di compromessa funzionalità renale 
e delle due transaminasi. indici di danno cellulare. Delle 
altre specie solo w n  il C. hwentii 4687 si sono riscon- 
trati intorno ai 50 giorno valori superiori rispetto ai 
controlli dell'urea e della creatinina. Per una rapida 
indagine istologica t stato scelto il metodo con blu di 
toluidina che colora i criptococchi, e in particolar 
modo la capsula, in rosa (Fig. 1). Un maggior detta- 
glio della morfologia capsulare si è ottenuto sfrut- 
tando il metodo acridine-xange con cui L struttura 
risulta nitida, con una fluorescenza arancio brillante. 
Questa metodica permette di evidenziare anche sin- 
gole blastocellule ben contrastate su fondo nero (Fig. 2). 
Poiché questi due metodi non consentono di rilevare 
eventuali reazioni dei tessuti in esame. sono state ef- 
fettuate la colorazione w n  ematossilina-eosina, che 
evidenzia tutti eli elementi di richiamo linfoistioci- ~~ ~~ 

tatio (Fig. 3) e una colorazione che associa una rea- 
zione istochimica (P.A.S.) ad una colorazione istolo- 
gica (Van Gieson), che rileva contemporaneamente sia 
i lieviti che le alterazioni istopatologiche di tipo dege- 
nerativo o reattivo nel tessuto in esame. 

In tutti gli organi esaminati degli animali inoculati 
con C. ncofornm sono presenti focolai infiammatori 
diffusi con i macrohgi che ne rappresentano I'ele- 
mento dominante; i lieviti, isolati o a gruppi, si pre- 
sentano con le caratteristiche formazioni a sbolla di 
aapone r, particolarmente evidenu nel cervello, che 
risulta l'organo più colpito. Nel fegato si osserva una 
limitata presenza di lieviti, con loulizzuiione pre- 
valente sotto la glissoniana. Si osservano anche ai- 
t e d o n i  a livello delle strutture renali, con prevalenza 
di fatti .+generativi, i q a w r d o  con le slterazioni ema- 
tocliniciìq riscontrate. Solo in alcune specie di cripto- 
cocchi non, ncoformm si rilevano saltuariamente una 
blanda presenzp di lieviti e scarsi fenomeni reattivi. 
&n C. &mentii ai oiseiro tnlvoJta un leggero richiamo 
linfoistiocitario nel parenchhh renale (Fig. 4). 

(e*) Glucosio - metodo di W-r (Werncr W,, Rcy H. G. 
& Wdingcr H. 1970. Z. Analit. Oicm. 252, 224); u m  - test 
uuimatiw wlorimctrico (Fa-tt J., SeOn J. E., J .  Clin. Path. 
1960, 13, 1%); ncainim - d o  colorimnrico al pimto al- 
calino, Huuy R. J. 1968. Clinica1 Chcmiatry Principlcs and 
Tahnics-Harpes & Row. pag. m); gluammico asnlnoctiw e 
glutPmmico pimvico mnsnminssi (G.O.T. e C.P.T.) - metodo 
colorimctrico di Rcitman e Fnnkel (Reitman S. e Fmnkel S. 
1957. Am. J. Ciin. Path., 28, 56). 



Fic. 1. - C m l l o :  Blu di /ohidina 250 X. Gllule di C. nrofonanr disseminate nello spazio subaracnoidco 

Frc. 2. - Crrvcllo: Arridiwrmge 250 X. Una sola ccllula risalta nel contcsto del tessuto 



FIG. 3. - Cmallo: Enntorrili~-rorim 400 X. Formazioni a i< bolla di sapone n in una reazione flogistia 

FIG. 4. - Rm: PAS-Vm Girmn 230 X. Leggca reazione tissutalc s a r i a  dei tubuli 



~- - - -. . -. - . - - -. 
111 Abb. Il Ahb. I Ahb. v. morii I Abh. Il Abh. I11 Abb. 

CEPPI 
n",a -- -- .- Dose 

C F P M R C F P M R C F P M W. decessi xlO '  X1O' sn.dcresri R C F P M  R C F P M  R C F P M  
~ . -..---p 

Cr. ncoforinans 3 
2 1 4 2 2  2 + 2 2 2  10 4710 

100 2 2 4 1 2  4 - + 3 + 3  

1 1 1  
2 2 

25 Cr. neoforiiinnn 
4 4 4 3 3  -- 200 3 4 4 3 3  4 4 2  2 3 4 2 2 2  

I l  13 33 4711 
~ -. -. 

' 1  
2 1 - 12.5 100 5 4 5 4 4  4 3 5 1 4  

Cr. neoformana 
4 4 

7 
4712 1 1 2  

1 2 25 200 -- 5 5 5 5 5  4 4 5 3 4  5 4 4 4 4  
4 5 14 

1 3 1  1 
3 

25 Cr. neoformcni - 
4 4 2 2 2  3 4 2 3 3  --- 

5 
4 4 4 2 3  4 4 5 3 3  4 4 2 2  

5 12 17 4713 

4 4 2 
4 2 

4 3 1 25 Cr. neoiormins 3 3 2 -- 
3 5 12 4714 3 4 11 

50 
I 

2 4 4 3 3 2  4 4  3 3  ---- 50 4 4 5 2 4  4 2 
9 I O  27 Cr. neoformans 2 
I I 132 1 2 1  

2 2 2 4 2 2 2 2  4 4 5 3 1  25 200 -- 2 3  2 2  4 4 . 1 2 3  1 
4 10 4 10 32 

12.5 100 2 3 3  
Cr. laurentii 

4 4  2 
200 3 2 3 3  2 2 

1 l 25 500 3 2  1 4687 

Liwitdo: 
R - rene: C = cervello: F := fegato: P - polmone: M = milza. 
I Ahh. - Abbattimento 7" giorno 1 - poche colonie 

I1 Ahb. :- Abbattimento 140 giorno 2 = 10-25 colonie 
Il1 Abb. = Abhatriinento 30U giorno 3 == 50-100 colonie 

4 = 150-300 colonie 
5 - patina 

Tabella 2. - I 'alori di alruni parametri rmafiri in Iopi~ri inordati ron rmrie sperie di rripfororrhi. 
--.-p- ~ ~ ~ - ~ ~ - ~ p  

2' siorno 5" rlornn lbO piorno 
PARAMETRI Vrlori - 

EMATICI ,687 5029 17AB 1710 4710 C 4687 5019 17AB 4710 4710 C t687 5029 17AB 4710 4710 C 

E.V. E.V. E.V. E.V. LP. €.V. E.V. E.V. E.V. I.P. E.V. E.V. E.V. E.V. LP. 

Glucosio mg?&ml 66-120 117 115 116 113 86 112 104 100 100 85 76 98 78 94 96 117 72 102 

Uren mgojml.. . 16-30 30 28 29 2 R  h l  23 t 1  28 26 I 6  i 0  28 23 23 2 R  I l  ii 27 

G.P.T .~rUli i i l . . .  40-55 39 42 41 41 44 39 46 41 44 70 i? 47 . - - f ; r  SU 47 
-. ~- - ~~~ .. . ~~~ ---- ~- ~~ 

- ~- 

Cr. laurentii 1 :Wl CI. rkinneri 3 E.V inoculo endovens (5 x 10') f - 17AB Cr. .~lbidui 1 
4715 CI, neoformans E.V. (10') I.P. inoculo intraperitoneaie (10') 



per evidenziare l'eventuale comportamento oppor- 
tunista di C. ~kirrneri 5029, C. terreus 1895, (i. a/b idw 
var. diflztenr 17ab. L'. laurrntii 4687, C. laurentii 4688 
che nelle nostre condizioni sperimentali non avevano 
dato luogo ad eventi mortali, la cui presenza negli 
organi era risultata solo saltuaria, si è ricorsi alla corti- 
sonizzazionc degli animali seguendo indicazioni sca- 
turite da precedenti esperienze c sulla base delle os- 
servazioni di Mankowski [l71 che somministrando estra- 
diolo per via intramuscolare nei topini aveva dimn- 
strato un aumento della virulenza del C. neoformanr, 
e di Kiinigsbauer [la] che inoculando cortisone sotto 
cute in ratti aveva osservato un aumento dell'intensità 
dell'infezione; anche in alcuni casi clinici riportati in 
letteratura 119, 201 è stata osservata unn progressioni 
dell'infezione criptococcica in pnzienti sottoposti a 
terapia cortisonica. I risultati ottenuti sono invece in 
contrasto con quanto ipotizzato, poiche sono risul- 
tati negativi gli esami microbiologici e istologici ef- 
fettuati sugli organi degli animali cortisonizzati ed 
abbattuti al 70, 14' e 210 giorno di esperienza, in ac- 
cordo del resto con le osservazioni di Louria [21] e 
più recentemente di Green [22] che non hanno os- 
servato, in seguito a trattamento cortisonico degli 
animali, incremento della mortaliti e invasiviti del 
C. neoformans. 

i:. stata confermata la notevole variabilità pa togep  
in termini di invasivita e mortalità dei vari ceppi d i  i 

! 
C. n ~ o f o r m u n ~ .  Per evitare risposte di difficile inter- 
pretazione nel valutare la patogenicith di un ceppo, 
2 necessario inoculare dosi elevate sia per via intra- 
cerebrale, utilizzabile a scopi diagnostici, sia per via 
intraperitonale e per via endovena, più idonee per 
studiare il decorso dell'infezione. La determinazione 
dei parametri ematici risulta di notevole a u d i o :  con 
il C. nrofomam si sono evidenziate alterazioni della 
funzionaliti renale ed epatica in accordo con i riscon- 
tri istologici; può inoltre confermare I'innocuità di 
altrc specie. 

1 risultati insignificanti ottenuti con il trattamento 
con il cortisonico suggeriscono di condurre ulteriori 
indagini  articolari linee di topi od  altri animali e/» ~, ~. 
altri trattamenti defedanti) per i-ndividuare un modello 
sperimentale più idoneo allo studio del comporta- 
mento delle specie non neoformun~. 

Si ringraziano i signori Vincenzo Adriani, Mario Biancini e 
Franeo Malatesta per la valida assistenza tecnica prestata. 
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Iiiduzione della trasformazione ifale, uptake ed incorporazione 
della N-acetil-D-glucosamina in Cnd& nlbicnns 

I:.I F X ~  hl \'I"i'I \ (q h) ,  GIL:SFPPI.. C.\RRUB.\ (C,), I .~ : r~ t .4  .\NGIO1.1~1.1..\ (1,) e I \ N T O ~ I O  C,\SSONl:. (b) 

Riassuntn. - I? stnta sfrrniata In risposta ,yr~~iinn/i~'a 
di  ,,ari ruppi di Candida albicans. Essi sono stati dii,isi 
i11 high a low-responders a suronda della rapacilà di .SII- 
birr la trnsforma?iom iJàle in pr~srn<a di smmpliei i/ld,,t- 
/o17 mutaboliri (quale la L V - a i ~ t i l - D ; y l ~ ~ ~ a s a ~ ~ ~ / ~ ~ i ~ ~ u )  (high) 
o solo i ~ l p r ~ s e q a l i i  sirro (lo\i.). 1siste111i d i l i p a k ~  di G l r ~ V ~ l r  
(i~~d~icibilr o rosfit~rtii,~) Frano eon@rabi/mrst~ altili in 
t~ i t t i  i ceppi P non rorrela~ano, quindi, ron la risposta p r -  
~ i n a t i ~ a .  T~ittnria, i crppi ad alta rispostu Prnno rapar; 
[li n t i l i ~ ~ a r t  /'ind~~//orc prurorrn~~sft prr 18 sinl~si poli- 
snrraridirhe pari~tali. 

Summary (Uptake 2nd Incorporntion of N-acctyl- 
D-glucosamine in Candida dbirms). - The grrn~inu/ii,r 
rpsponrii,eness o/ uarions isolatcs of Candida albicans iuns 
sti~died. Strains rodd be diuided in high and low-responders 
band oil f h i r  abili?y /o form ,grrn~-t~~bes in the prerence of 
s i~~/ple rompor~~~ds like iV-acefJil-D-cy/~~cosan~n~inr (GlclVAr) 
(Iiigh) ur only su r i ,~  (low). Uespite minor q11a11titati1,e 
dijPr~nr?s, the ~lptakc s ~ s t r r ~ ~ s  ( i~~d~~cib le  nid roi~stitnliia) fur 
C,'/ciV.lr ewe romparabb actNr i11 a// strains. t-lo~u~rirr, 
o114 higli rcsponders strains uere rapable to direlircct ~nost 
of the inrorpornted prrc~irsor fo iuall rynthesis rather than 
rlsr it /or ~rneral r~lli~lar ~~~etabolis~n.  

IN~~KOIXISIONP. 

Candida nlliiraiis è un pntogcno diinorfo, capace cioè 
di cresccrc sia in forma lievito sia in forma miceliare. 
(>ucst'ultima riveste particolare importanza nrll'in- 
vasività di questo niicrr>rganismo fungino, intesa cs- 
senzinlmente come capacità di oppiirsi ai meccanismi 
difensivi naturali dell'ospite [I]. I'crtantn, gli studi sul 
dimtirfismo di C. ulbirnns rivestono un duplice, ri- 
lrvantc interesse: 

1 )  In ci>mprensionc di fnndnmcntnli meccnnisini 
m<rrfr>geiictici; 

2 )  i l  cliiariincnto di prihlemi legati alla pntnge- 
nicità e alla virulenza. Uno dei più semplici ed effi- 
caci iiiduttori della transizione lievito-iiiicelio. è In 
N-aceiil-D-glucosanimina (GlcNAc) [2] ed i: srnto 
ipotizzato che questo cotnposto agisca come specifico 

,ittivatore della sintesi di chitina, un polisaccaride che 
aumenta notevolmente durante la formazione del tubo 
gcrniinativii e nella parete cellulare dell'iE1 niatiirn 13). 

Bisopa considerare. pcri), che C. nlbirans, come pure 
altri lieviti, pui> utiliz~nre GlcNAc come fonte di 
carbonio per la crescita anche sottiiforma lievito o 
pseudomiccliare 141. Quindi il problema cruciale è 
quello di capire qunle via metabolica della GlcNAc 
sia specifica della trasformazione ifale. In questa line;, 
sono stati condotti esperinienti per valutare: 

a )  la possibilitl che diversi ceppi di C. albirans 
rispniidesscro in maniera ditferenziale :illn GlcNAt, 
cr>iiic pure ad altri seniplici indurtori dclla trasform:i- 
i i~ii ie ifale; 

b) i meccanismi di uptake della GlcN,\c in ceppi 
con diversa risposta germinativa; 

r )  I'incorporazione di GlcNAc in diverse frnzioni 
ccllulari durante la trasformazione ifale. 

~ ~ . ~ T E R T I . T  l? 1IRTOIiI. 

O<qnnirn~o P euii~/i~ioni (1; rrescitn. - Snno stati utili).- 
zati ceppi di C'. albirans con differenti capacita gernia- 
rive. I ceppi BP e 1\72 sono stati isolati da campioni 
clinici mentre i ceppi CA2 ,  M I ,  M3 sono stati ottenuti 
come varianti resistenti all'echinocandin [SI. Tutti sono 
stati identificati con gli usuali criteri tassonomici, e 
niavenuti in forma lievito 8 280 C su terreno solido 
LI: Winge (0,2'!;, gluc~isiu e 0.3 ";, estratto di lievito; 
*/v). 

For/~~n&ir (/t/ tupo ,qrri~/iirofi~,o. - Blastospore dei di- 
versi ceppi cresciute su terreno di Winge liquido ernno 
raccolte in fase stazionnria, lavate e risospese nd una 
densità finale di 1-2.1@ cellule m1 in mezzo base 
salino contenente (grl-l) (NIH,), SO,, 5; hlgSO, 
.711,0, 0,2; NaCI; 5 ;  più uno dei seguenti induttori: 

I )  siero di cavallo (SIAI., Ronia, Itnlin) 10 '1" (v/v); 
2)  <;lcN.\c (4 inM) o prtilinn (50 nihf); 
3j Glucosio - I -  Gluraniina (ambedue 2.5 nihl). 

I.% formazione del tubo germinativo e lo sviluppo 
if.ilc crnno r:ilutati per un pcriiido di 12 ore d«po 
incubniione n 370 C. 

Iiptaku di GlrATAr. - Cellule lievito dei diversi ceppi, 
in fase stazionaria di crescita ernno lavate e risospesc 
ad unn ctinrentraiione finale di IO8 cellule ml-' in 



mezzo base salino cd pre-incubatc a 280 C o a 37" C 
per 3 ore con o senza GlcNiZc (5 grl-l). 

Le cellule erano quindi lavate e risospese in mezzo 
basc contenente WGlcNAc (Attività specifica: I lCi  
mmoll-1) in un volume finale di 0,2 ml. A diversi 
intervalli di tempo I'incorporazione di GlcNAc era 
bloccata aggiungendo 5 ml di mezzo base freddo con- 
tenente GlcNAc 22 mhl e la radioattività incorporata 
npl totale cellulare era misurata. Per valutare I'uptake 
di GlcNAc durante la formazione del tubo germina- 
tivo, cellulare del ceppo BP erano indotte da GlcNAc 
(4 mhf) o da prolina (50 mM), a 37'3 C, in un volumc 
totale di 50 m1 (IV cell mT1). A intervalli durante la 
germinazione, colture in doppio erano centrifugate e 
le cellule risospese in un mezzo basc (densita finalc: 
5 .  10' cellule ml-l). Essc erano quindi incubate a 370 C 
per 2 minuti in presema di 10 &i di [3H] GlcNAc. 
L'incorporazionc era bloccata e la radioattività misu- 
rata come precedentementc descritto. 8 stata anclic 
valutata I'incorporazione di [3H] GlcNAc in singole 
frazioni cellulari del ceppo BP di C. albirans indotto a 
formare tubi germinativi a 370 C oppure in crescita 
lievitiforme a 280 C. A tale scopo erano preparate le 
frazioni cellulari acido ed alcali-acido insolubile se- 
condo quanto descritto altrove [6]. 

I pesi secchi di queste frazioni come pure del totale 
cellulare erano misurati secondo quanto riportato pre- 
qedentemente. Le proteine erano determinate secondo 
il metodo di  Lowry [7]. 

Determinarion~ delia radioattività. - I materiali cellu- 
lari radioattivi erano raccolti su filtri Millipore 0,45 p, 
preessicati in stufa prima di essere dissolti in soluzione 
di Bray [8]. I materiali erano letti allo scintillatore in 
fase liquida Bekman LS 81100. L'efficienza di cnnteg- 
gin era calcolata mediante il rapporto dei due canali 
usando il mctodn dello standard esterno. 

Gerninabilità dei vari ceppi di C. albicans in diferenti 
m q r i  indutthi. - Nelle prove intese a caratterizzare 
la capaciti di risposta germinativa all'induzione da 
Glc NAc, in paragone ad altri induttori, diversi ceppi 
di C. albirattr sono stati saggiati in terreni contenenti 
GlcNAc, o siero, o prolina o glucosio + glutamina. 
Come risulta dalla Tab. 1, i diversi ceppi di C. albirans 
differiscono largamente nella loro risposta agli indut- 
tori germinativi. Alcuni, tipo il BP e l'A72 (definiti 
hitb rrrponderr) sono in grado di germinare estesa- 
mente in presenza di semplici metaboliti quali la GlcNAc 
o la prolina o il glucosio + glutan~ina. Altri, quali 
M1 ed M3 (h-respondcrs), germinano solo in presenza 
di terreni complessi come il siero. Infine il ceppo CA2 
(non responder) risulta refrattario a qualsiasi induttore. 

Come precedentemente osservato [4], cellule del 
ceppo BP in fase espnnenziale o in fase stazionaria 
di crescita in presenza di GlcNAc n prolina sono in 
grado di dar luogo entro poche ore ad una massiccia 
formazione di tubi germinativi che evolvono succes- 
sivamente in ife mature con micelio sommerso. Tutti 
i ceppi h$ responders si comportano in maniera sostan- 
zialmente uguale al ceppo BP sia nella cinetica che 
nell'entità di germinazinne. I ceppi lorr~-~mpond~rf, in 
presenza di G l c N k  o di prolina, a 370 C danno luogo 
ad una crescita in fornia pseudomiceliale. 

Tabella 1. - Gwminabilità di nppi di Gndida albicans 
i11 presu~qu di vari indu~lori (a). 

(a) Per le condizioni sperimentali adoperate, vedi « Mn. 
teriali e Metodi n. 

Abbreuiorioni: GlcNAc = N-acetil-Dglucosamina; 
Pro Prolina; Glc+Glut - Glutsmina (2,5 mM ognuno); 
M& - formazione di micdio sommerso; PM - -*ed.*. -.- , ~ ~ .~~~~~ -. v--"-.. 
micelio (morfologia misto). 

Upiak di GIcNAr in C. alliirans. - Nello studio della 
correlazione fra capaciti germinativa e vie metaboliche 
di utilizzazione della GlcNAc abbiamo posto prima- 
riamente l'attenzione sui meccanismi di uptake di 
questo zucchero nei diversi ceppi e in condizioni che 
permettono o meno la formazione del tubo germinativn, 
cioè a 370 C e a 280 C. Come precedentemente ripor- 
tato 191, la GlcNAc viene assunta dalle cellule con due 
sistemi di uptake, uno inducibile, ad alta affiniti per 
il substrato, e uno costitutivo. Tutti i ceppi da noi 
esaminati possiedono questi due sistemi di uptakc, 
indipendentemente dalla loro capacità di germinarc. 
La Fig. l mostra che le curve di uptake nei sistemi 
inducibili presentano solo piccole differenze di velo- 
cità nei tempi iniziali (2-5 minuti) mentre i sistemi co- 
stitutivi mostrano pik marcate divergenze nell'uptake 
totale a 15 e 30 min. E interessante notare che l'uptake 
costitutivo nei ceppi bigh responders è più basso rispetto 
all'analogo sistema degli altri ceppi. I valori dei Knl 
e delle Vmax calcolate per i due sistemi sono risultati 
prcssocché identici a quelli riportati precedentementc 
da altri autori [9]. I sistemi di uptake della GlcNAc 
sono stati esaminati anche durante la trasformazione 
ifale, a tempi corrispondenti sia allo sviluppo iniziale 
(tubo germinativo) che terminale dell'ifa. Per studiare 
l'uptake costitutivo della GlcNAc, le cellule sono state 
indotte a germinare dalla prolina. La Tab. 2 mostra 
che l'uptake di GlcNAc (sia indotto che costitutivo) 
diminuisce regolarmente dumnte la trasformazione ifale, 
specialmente quando esso è calcolato rispetto al peso 
secco cellulare. 

Inrorp~ra~ione 4 [SH] Glr,VAr ir, frazioni r~ ih~ la r j  
dì C. nlbirans. - E stata anche seguita I'incorporazione 
di GlcNAc marcata in frazioni cellulari rappresenta- 
tive dei polisaccaridi parietali di C. albicans, in condi- 
zioni di competenza o non competenza a germinar?. 
1 dati della Tab. 3 mostrano chianmente che la GkNAc,  
in condizioni germinative, è rapidamente ed cstesa- 
mente incorporata in materiale acido-insolubile (pa- 



FIG. 1. - Curve di uptake nel totde cellularc da parte dei sistemi m- : iriducibile e 0-0: coititutivo della GIcNAc in ccp- 
diversi di C. rilbiro,,r. stata usata [W-GlcNAc (11Cimmol-') in dose 1Ch+Ciml'. Per gli altri dettagli sperimentali. vedi testo 

Tabella 2. - Upfake iniziale di G lcNAc  a diferenti tempi 
dtranh la formazione di tubi gwtxiriatirii e la frasforma- 
,-ione $ah in G l r N A r  (sistet~ta indotto) o proha (.+ 
ste~na rosfif~~tii~o). 

- - ~p 

~ ~ 

Uoroke ini=lrle I~molimln-l  d u r a t a  l i  wrminadone In 

- - 

0 .  . . . . . . . 0 ,90  2,65 - 

2. . . . . . . . R,74 27,30 0,130 0.45 
t. . . . . . . . 4.73 26.30 O. 100 0.55 
a , .  . . . . . . z,6-z,80 l8,OO 0.035 0.40 - 

È atntn usnta H-GlcNAc ( l1  Cimmoll-l) in dose 10 
uCiml-'. 

Tabella 3. - I~rorpurarione di G l r N A r  i# frazioni re1l11- 
/ari di C. albicans, ceppo BP, dt~ranfe i primi feropi 
AeJla forn~afione Ad ttho gerntinatiuo in G lcNAc  o 
Prolina. 

-- 

5 . . . . . . 16 , l  j , 9  22,O 52.8 12,5 
15 . .  . . . . 22,7 25,O - 10.5 
30 .... .. 21,7 4 7  52.0 84,8  30,4  
60 ...... - - 58,O - 16.4 - -- , ~ - ~ ~ A .  ~ ~ p ~ -  . 

È stata ndoperats unn dose di 5% Ciml-' di xHGlcNAc 
(2.94 Cimmole-l). 

rietale). Tale incorporazione raggiunge quasi il 100 
del totale incorporato quando I'induttore germina- 
tivo è la prolina. Larga parte della radioattività acido- 
insolubile si ritrova a 30-60 min nel componente pa- 
rirtale alcali-acido insolubile, cioè nel ghost glucano- 
chitina [6]. Esperimenti condotti in condizioni non 
&minative (ceppi /ow o nui5rcfponder~ oppure ceppi 
bigl!responders a 250 C) hanno dimostrato una diversa 
cinetica di distribuzione della radioattivita incorporata 

tra totale cellulare e frazioni acido e alcali-acido-in- 
solubile. In particolare, non c'è incremento precoce 
(15-30 min) dell'incorponzione acido-insolubile. 

I dati riportati in questo lavoro mostrano che i ceppi 
di Candida albicans differiscono significativamente nella 
induzione della risposta germinativa. Relativamente 
pochi tra essi (higb responders) germinano prontamente 
ed estesamente in presenza di semplici induttori quali 
la prolina e la GlcNAc. L'evidenza sperimentale ot- 
tenuta è, in generale, in accordo con l'ipotesi di uno 
stretto controllo genetico della responsivencss. Alterna- 
tivamente, è possibile che la risposta germinativa di- 
penda dal raggiungimento, nel corso del ciclo cellu- 
lare, di un set di proprietà biochimiche e strutturali 
favorevoli (ron~pefenya). Pertanto, i ceppi differirebbero 
soltanto nel tempo e/o nelle condizioni in cui la com- 
petenza viene rzggiunta. In favore di uno stringente 
controllo genetico della trasformazione ifale parla la 
esistenza di varianti agerminative di C. albicans, ri- 
portate saltuariamente in letteratura, e di cui un esem- 
pio (la variante CA2 resistente all'echinocandin) 6 
stato descritto in questo lavoro. Mentre non sono 
note le ragioni della divrrsn risposta gcrminativa dei 
vari ceppi alla GlcNAc, i nostri dati escludono che 
questo possa dipendere da un selettivo e/o differen- 
ziale uptake alla GlcNAc. Infatti, tutti i ceppi in- 
cluso il CA2 (non-responder) crescono bene su GlcNAc 
come unica fonte di Clenergia e sono in grado di as- 
sumere GlcNAc con sistemi inducibile e costitutivo 
e con comparabile efficienza. La GlcNAc-chinasi non 
sembro quindi un enzima regolativo dell'induzione 
germinativa, a conferma di quanto riportato da Shepherd 
e Coll. [lo]. In realta, nel meccanismo dell'induzione 
da GlcNAc sembra più importante la capacità del ceppo 
di utilizzare questo composto per le sintesi parietali 
più cbe come fonte energetico/metabolica generale. 
Infatti durante la trasformazione ifale c'è un disaccop- 
piamento tra sintesi polisaccaridica e sintesi proteica 
ed i ceppi ad alta risposta germinativa sono caratteriz- 
zati dalla capaciti di incorporare rapidamente ed estesa- 
mente la GlcNAc nel materiale polisaccaridico parietale. 
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LTI Sessione: Immunologia 

Relazioni 

Immunoadiuvanti antitumorali di origine microbica: 
limiti nel sistema e nella struttura 

,\NTONIO C,\SSONI:. 

I.aboratorio di Mdaft ip Ratl~riche P Vi ra l i ,  Istittdo Snp~r ior~  di Sanità, Roma 

Riassunto. - Varie struttttre microbich~, in particobri 
romponeati parietali, sono Jòrti attiuatori del sistema im- 
n.qt~,c, e ciò ne rif/ette i /  poterp adiwante contro i tnnori 
sperimpn/ali e clinici. 1.a romplessità dei romponenti cpl- 
lulari e umorali rhe parteripano u/la risposta imnrne anti- 
tnmora/r r l 'u//r~//an/o ~oteyo/e ronp/essttà delle struttrire 
n~icrobiche adi~tt~anti, impedisce di stabilire modelli d'az$one 
P di predire in qttahbe nodo i risnIfati. I n  ogni caso, i rom- 
ponenti parietali niwobiri sono promettenti strntture in 
.erado di rnodulure la rirpostu antitumorale a t'axtaggio del- 
I'ospitr, mantenendo ttrt bassissimo grado di  torsicitd. 

Summary (Antitumor Immunoadiuvants of Microbial 
Origin: Limitations Due to their Strutture and to 
their Action). - Mjrrobial strt~rtures, nostb nll tuall 
rmpo~runts, aru in pzrral  strong actiuafors n/ the in~nnnr 
{ystrn and this reJirr/s their n&uan/iei<y n in the imnnno 
run~til/an~e a..aimt neopiasia. The romplexip nj the par- 
trcipunts, i.6. nicrobial rtrucfures and inmtme effectors, 
ma,ées the oueru// r ~ s d t  of the confrontation mmewhat /m- 
predicfabk, a l  the momcnt. Tbc uso of simplc, preifid 
rompottrnts from bucterial or yeast ce// wll represents a 
very pronising approarh /oward //,e t~lt inute p a l  which 
ronsirlr in obtaining a fpasible componnd(s) endowed tuith 
strong therapetttic ~ffectitwess (possibiy acting fhrough 
a dpfnjte innnnoiogiral nerhanisn) je t  maintuinin8 ar mnrh 
J ~ P  low~st degree of t o ~ i c i g  as possibl~. 

C'è ormai un'ampia e divulgata conoscenza che la 
risposta immune protettiva antitumorale pub essere 
attivamente ed aspecificamente potenziata dn un ini- 
piego corretto di un niicrorganismo o di un suo pro- 
dotto. Esistono cioè gli immr~nostinolanti atttitrtn~orali 
d'origine n~icrobira. Ben noti esempi di tali iinmunosti- 
molanti sono il BGG ed il Cotynebmteriun parunn, 
ma la lista di tali agenti si allunga sempre più, inclu- 
dendo funghi e batteri che, almeno in qualche parti- 
udare condizione sperimentale, hanno mostrato di 
conferire una certa protezione contro i tumori. Un 
ekhco appena esemplificativo è mostrato in Tab. 1 ,  
in cui sono rappresentati tutti i grandi gruppi batterici 
ed i lieviti. Tale diffusa e peculiare attiviti adiuvante 

Tabella 1 .  - Immtnostinolunti d i  origine mirrobica: m a  
/&a appena esenpl~ifatiua. 

- -~ ~ ~ ~ ~- 
ECG, altri Micohntteri 
Coryxebacterium Dai-utim ed altri connebatteri 
Nocardie e pareti di queste 
Listeria 
Enterobatteri 
Neisserie 
Cocchi Piogeni (in particolare Streptococchi) 
Brucdle 
Klebsiclle 
Bncillacear 
Micrococchi 
Lottabacilli 
Saccharomyces 
Candida 
Alni lieviti e loro prodotti (glueani) - . .. ~~ --- -- - ~ 

:intitumorale da parte di strutture microbiche va cer- 
tamente inquadrata nella constatazione che i micror- 
ganismi sono i più forti e persistenti regolatoti eso- 
geni del sistema immune. L'ospite superiore ha avuto 
una lunga e continua evoluzione con i microrganismi. 
adattandosi a difendersi da essi ed è probabile che 
questo adattamento ha portato l'equilibrio della ri- 
sposta immunitaria in senso favorevole all'ospite, ol- 
tre che nella difesa specifica contro gli stessi micror- 
ganismi, anche contro altre minacce alla sopravvi- 
venza, quali certamente sono i tumori. L'evoluzione 
del sistema immune dei vertebrati, l'attacco micro- 
bico e la neoplasia progressiva sono immaginabili 
come eventi evolutivamente in qualche modo inter- 
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connessi [l]. È una caratteristica di tutti gli agenti 
immunomodificatori, una caratteristica che divcnta piU 
spiccata per gli immunostimolanti microbici, una curva 
dose-risposta di tipo « trapezoidale n (dosi efficaci - 
alte dosi meno efficaci o addirittura dannose [2]). Un 
immunostimolante microbico può avere perciò ef- 
fetti negativi (enhancement del tumore, ad esempio) 
quando venga usato in eccessiva quantità o con proto- 
colli errati di trattamento in rapporto al challenge 
tumorale. Di qui l'esperienza comune, sia sperimentale 
che clinica, di una qualche imprevedibilità dell'uso 
degli adiuvanti microbici. Anche se non è possibile 
individuare tutti i punti e le ragioni di questa impre- 
vedibiliti, una certamente è fondamentale ed è la 
complessità dei rapporti tra i contendenti (cioè il tu- 
more, il sistema immune ed il microrganismo) che si 
vengono ad instaurare. In Fig. 1 è schematizzata ar- 
tigianalmente e senza partico!ari pretese di precisione 
la situazione del confronto. E una partita a più gio- 
catori, tutti assai complessi. In particolare, è complesso 
il sistema immune con i suoi vari effettori umorali 
e cellulari, con la sua rete di meccanismi di intera- 
i o n i  positive e negative, di vari kedbacks, per cui 
l'effetto finale sari una sommatoria algebrica di di- 
verse e, in teoria, anche opposte attiviti immunolo- 
giche, perciò anche fortemente imprevedibile all'atto 
sperimentale. La vera natura e la distinta partecipa- 

zione dei vari effettori immunologici alla stimola- 
zione da parte dell'imniunriadiuvant~ microbicti, non 
sono note, una situazione che rispecchia fedelmente 
l'incertezza sui meccanismi immunologici che «cori 
trollano n la crescita neoplastica. 

Negli ultimi anni l'enfasi è stata posra su due mag- 
giori tipi cellulari dell'immuniti. cosiddetta naturale e 
cioè il mauofago attivato ed il linfocita natura1 killer, 
entrambi apparentemente mediati dal sistema inter- 
feronico [3]. In realti, il tentativo di attribuire I'ani- 
viti antitumorale degli adiuvanti microbici quasi to- 
talmente a stimolazione di questi due effettori sembra 
una grossolana sopraesempliticazione. In molti mo- 
delli sperimentali la mediazione da parte del sistema 
T-dipendente costituisce un fattore decisivo nell'azione 
adiuvante, come dimostrato con Candida (41. 

Da microbiologo vorrei, però, puntare l'attenzione 
sull'aspetto microbiologico della complessità e ten- 
tare di portarla in termini più semplici. L'identifica- 
zione dei componenti attivi degli adiuvanti microbici, 
le loro modifiche mirate e lo sviluppo di analoghi sin- 
tetici sono i più importanti obiettivi in questo settore. 
In particolare, essi possono portare alla preparazione 
di composti chimicamente capaci di mantenere gli 
effetti terapeutici ed essere meno tossici dei costi- 
menti macromolecolari di partenza. Tuttavia, le pos- 
sibiliti ed i limiti attuali di questa strategia sono ve- 
nuti chiaramente a galla nei due esempi che vado ad 
lilustrare welti fra numerosi altri. Il primo è quello 
del BCG-mwainyl dipspfide, scelto per la sua impor- 
tanza, per così dire, « atorica n; I'altro, quello di u Can- 
dida-glucano w scelto perché è un esempio su cui noi 
stessi abbiamo lavorato. 

Sin dalle prime dimostrazioni dell'escacia immuno- 
adiuvante antitumorale del BCG in modelli speri- 
mentali, alcuni ricercatoti tentarono di identificare i 
componenti attivi del microrganismo, e fu subito evi- 
dente che responsabili degli effetti adiuvanti antitu- 
morali erano sostanze contenute nella parete cellulnre 
del micobatterio. La parete cellulare dei micobatteri 

. - .  ,,.. ,-.- - , ,. , - /  è struttura assai complessa, più di una ordinaria parete 
gram-positiva ed è schematicamente riportata in Tab. 2. 
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,,W.Lc Si tratta di un complesso glico-peptido-lipidico. 

1, - ~~~~~~i turnorc-ospite, con mcdiazionc In particolare si distinguono due stratificazioni: una 
del sistema immune e stirnoluione da adiuvantc rnicrobico orizzontale interna che altro non C che il classico ppti- 

Tabella 2. - Schema cseqb.ifiati~io della strrtttura parietale del BCG. 
----p -p- 

A. micolico A; micolico 
l I 

Ara0 Galn -Ara, Gals - Arao Galn -Ara, Gnl? - Area GaB - A r a s  Galp 

d A - 

I 
O = P-OH 

l 
O C P-OP 

I 

I I 
GlcNAc - MurNglyc GlcNAc - MurNglye 

Alsnina Alanine 
Glutimina Glutamina 
A. diaminopimelico A. diaminopimelico 
Alanina Alanina 

In quato schema (mutuato da Chedid ( 5 )  l'intera struttura caatituisce la cera D. un frammento verticale costituito da 
Ars.Gal. c pptide Legati da un fosfato I'adiuvmte idrosolubile WSA ed il thmmento MurNglyc-L-alanina e D-glutamina 
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doglicarro, l'asse parietale portante di ogni parete bat- 
terica, e di un'altra stratificazione esterna costituita 
da un polimero di arubino-gulucta~ro con catene laterali 
periodiche esternc di acido micolico, un peculiare 
acido grasso a lunga catena, r-idrossilato, p-insaturo. 
l'unto di contatto tra le due stratificazioni è un ra- 
dicale fosf~rico che lega un muramile di una catena 
interna ad un arabinoso della catena esterna. Questa 
interessante struttura è assolutamente unica della pa- 
rete dei micobatteri. «Verticalmente D, invece, dalla 
parete possiamo isolare, attaccandola con enzimi e 
solventi, tre strutture di fondamentale interesse im- 
munologico. Una è la cosiddetta cera D che contiene 
un frammento di tutti i 'componenti prima descritti, 
l'altra è una parte idrosolubile della cera costituita 
dal dimero fosforilato di arabinogalactano (WSA) ed, 
infine, la più semplice struttura finora identificata ad 
azione adiuvante e cioè il muramyl dipeptide, costituita 
cioè da N-acetyl-muramyl-L-alanyl-D-isoglutamina 
(MDP). Questo niuramyl-dipeptide è stato anche sin- 
tetizzato e si son potuti preparare vari analoghi più 
o meno complessi. La possibilità di comparare strut- 
ture man mano più semplici per i loro effetti immuno- 
logici è diventata così possibile e numerosi lavori 
sono recentemente apparsi le cui conclusioni per il 
momento suggeriscono due fondamentali possibilità: 

1) anche la più semplice struttura e cioè il muramyl- 
dipeptide ha un range diversificato di effetti immuno- 
logici: favorisce ad es. l'induzione di DTH agli azo- 
benzenarsonati e la risposta anticorpale ad antigeni 
proteici sotto forma di varie risposte umorali. Una 
semplificazione eccessiva fa perdere le risposte cel- 
lulo-mediate che invece danno sia la parete cellulare 
intera, che la cera D ed, in parte, il WSA. In particolare 
si perde il potenziale adiuvante antitumorale. Questo 
però può essere riguadagnato, almeno per alcuni mo- 
delli tumorali, complicando un pochino la struttura 
dell'MDIJ, aggiungendo ad esempio un radicale mico- 
lico o quinolinico (come dimostrato dal gruppo di 
Azuma in Giappone) [6]. In entrambi i casi, sembra 
che una certa complicazione molecolare, ed in parti- 

colare la lipofilicità della molecola ottenuta attaccando 
acido micolico o derivati grassi dell'ubochinone sia 
importante nell'attivare la branca della risposta im- 
mune in senso anti-tumorale. 

Sia pure con le dovute ed importanti differenze, a 
conclusioni in qualche modo simili siamo noi stessi 
arrivati nello studio degli effetti adiuvanti antitumorali 
dei lieviti, in particolare di C. albiranr. Anche questo 
microrganismo ha una parete cellulare ed una strut- 
tura parietale complessa, sia pure con componenti 
chimici assai diversi (Fig. 2). L'area parietale più in- 
terna è rappresentata da una matrice fibrosa costi- 
tuita essenzialmente da p-glucano, la cosiddetta cel- 
lulosa dei lieviti, un polimero altamente insolubile 
di poli-P 1,3-1,6 D-glucosio, associata con proteine 
ad una parte esterna costituita da mannano, un poli- 
mero del mannosio, anche esso complessato con pro- 
teine tramite la N-acctil-glucosamina, la serina e la 
treonina. Esistono, inoltre, vari tipi di glucani solu- 
bili in ambiente acido/alcalino e di diversa confor- 
mazione molecolare, in particolare a diversa ramifica- 
zione e rapporti di legami $-1,3/e1,6, la cui localiz- 
zazione nella parete non è stata ben documentata [7]. 
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Fio. 2. - Struttura sdicmstica della parete ccllule.rc di 
Catdido albirmr 

Tabella 3. - Confro~rfo dell'efiruciu arr~itttntorule di cellule intere e fra<io~ri purietdi di Candida albicans tre1 modello 
~peri/nentule LSTRAICDZF1. 

--p 

Animali non tratuti con BCNU (I) Animili trattiti con BCNU 

TIPO D1 IMMUNOADIUVANTE 
MST (C) LTS (d )  P (e) MST LTS P 

(b)  "l. "l. 

Nessuno ...................... 8.0 o - 15 0,O - 
Cellule intere.. ................ 11.0 O < 0,05 > 60 50,O < 0.01 

..................... Msnnano 8,O O >0,05 16 0,o >0,05 

Glucano-proteina . . . . . . . . . . . . . .  8,5 O >0,05 16 o r o  >0,05 

Ghosts parietali di glucano ...... 11,O O C 0,05 25 14,3 < 0,OI 
-- - ...---....-p-..-. . .... ......... 

(a) Il LSTRA è un linfoma nwrino istoconipatibik nel topo CD2F1 (BalbJc x DBAIZ) F1 (HP-H29 
(b) Per la preparazione, l'isolamento e la pu"ficazionc delle frazioni, vedi Ref. (8, 9, 10). 
(C) Tempo di sopravvivenza mediana (espresso in giorni). 
(L )  Percentuale di wpravvissuti a lungo tormine (> 60 giorni). 
(e) Probabiliti calcolata secondo il test non-parametrico di Mann-Whitncy (U-test). 
( f )  Ris-chloroetil-nitro~o-~~~u, un rhemioterapico anriblastico somministrato per via i p, in dose di 18 mg Kg, al giorno 

+5 rispetto al cluillmge tumorale (giorno O, IO3 cellule LSTRA) ed all'inocularione di iminunoadiuvante (i giorni -14, +l. i P). 



C. dbicans e le sue pareti cellulari sono forti immunn- 
adiuvanti in modelli leucemici sperimentali, in par- 
ticolare quando siano opportunamente combinati con 
alcuni cbemioterapici [4, 8, 91. I nostri tentativi di 
caratterizzare i componenti parietali cui attribuire gli 
effetti antitumorali, quantunque non abbiano portato 
ad un grado di purezza molecolarc del tipo di quella 
delle ~a r e t i  dei micobatteri. hanno permesso di in- 
dividuare un componcntc attivo antitumorale nel glu- 
cano-insolubile fortemente polimerizzato ed hanno 
escluso che i complessi manno-proteici siano dotati 
di tale attiviti, anche se essi possono modulare I'ef- 
fetto antitumorale di cellule intere. In una qualche 
armonia con quanto dimostrato sopra a proposito 
dell'MDP. è stato anche dimostrato che una certa 

complessità molecolare sembra essenziale per l'effetto 
antitumorale in quanto tutti i glucani a basso pesi) 
molecolare ottenuti dalla parcte cellulare in forma W- 
lubile sono privi di qualsiasi effetto antitumoiiilc 
(Tah. 3) [9, 101. 

Non mi sembra sia il caso di trarre condusioni ge- 
nerali dai pochi esempi sull'attività adiuvante antitu- 
morale delle strutture microbiche di cui ho parlato in 
questa comunicazionc. Si puù solo concludere di- 
cendo che i microrganismi con le loro peculiari strut- 
ture biochimiclie, ancora una volta costituiscono una 
sorgente di stimolanti ed attraenti studi biologici 
questa volta finalizzati alla risoluzione di uno dei 
fondamentali problemi della medicina moderna, quello 
del controllo della crescita tumorale. 
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Relazione 

Attività irnmunoadiuvante antitumorale 
e meccanismi immunoregolatori dei livelli e dei loro componenti 
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Riassunto. - Z lieuiti e i loro componenti sono in grado 
dr interferire con il sistenia intntt~ne modulandone /e fnnpioni. 
G l i  aspttti più interessanti di qncsta irrtera.@ne sono rap- 
/,resuntati da: I )  potrrrpiantento deli'atti1&3 Jagoritaria: 
2) attir~a~ione di risposte nattfralr antitttmorali: 3) unmento 
delle risposte T-dipendenti. I n  porticohre, Candida albi- 
caiis E i# ,>rado di untnerrtare l r  resistenpe antituinorali in 
imdrlli n t t ~ r i ~ ~ i  e qtresto effptto riiene atnpl$cato da idonei 
/rattamenti rhemoterapici. I n  roncl&ne, I'euidenpa f in qui 
uccr/n/nlata rende interessanti dteriori studi r d t i  a definire 
/P strnìturc chimiche di  lieuito capaci di pronnmuere efetti 
inif//m,,go/utori. 

Summary (Antiturnor Immunoadiuvant hctivity and 
Immunoregulatory Mechanisms o€ Yeast Glls  and 
their Components). - Yeartr and h i r  romponents are 
oble /o moddate seueral aspects a d  resporucr of tbc i n tmm 
sjvtent. These include: l )  potentiation o/ phugo~ytosis; 
2) induction of antiturnor natural responses; 3) potentiation 
of T-dependent arms o/ the immt~ne systent. I n  particdar, 
Candida albicans is capable to enhame the untitu~nor host 
resistance in seueral mrfrine wodels, this eflect being fitrtber 
nugnzcnted $ combi#ation ruith suitab/e chemotberapetttic 

. drtgs. Z~I concl~tsion, the euidrnrc wbicb h a  so far been 
acruntulated suggests / h /  further stttdies aimed at dejning 
chentica/ strttcfures ofyeust ce//s responsible o/ definite iinnttmo- 
rrgdating properties m q  haue intportant applirdions. 

Numerosi studi hanno dimostrato la presenza di 
una immunità specifica verso tumori indotti da carci- 
nogeni chimici, virus oncogeni e verso alcuni tumori 
sperimentali [l]. Accanto a questa immunità specifica 
sono stati descritti subset cellulari citotossici verso 
tumori non antigenici considerati pane di un sistema 
di resistenze naturali [2, 31. I risultati di questi studi 
hanno suggerito che una serie di meccanismi e&t- 
tori immunologici possano ostacolare lo sviluppo dei. 
tumori e la diffusione delle metastasi [4]. 

Sp da un lato c'i la possibilità che il sistema immune 
cshciti un efficace controllo sulla progressione del 
tumore, dnll'altro frequente In dimostrazione, nei 
pazienti iieoplastici, della depressione di alcune fun- 

zioni immuni in relazione alla crescita del tumore stesso 
e/o alla chemioterapia antitumorale [SI. Tutto cib ha 
suggerito che il recupero dallo stato di depressione 
c (o) il potenziamento delle funzioni del sistema im- 
mune possano contribuire all'arresto della crescita neo- 
plastica [6]. Per raggiungere questo obbiettivo sono 
state condotte una serie di ricerche per lo studio di 
sostanze od agenti microbici in grado di stimolare 
il sistema immune [q. Tra questi il primo in ordine 
di tempo è stato lo zimosan (pareti di cellule di lie- 
vito) [a], seguito poi dal Bacillo di Calmette Guerin 
(BCG) 191 e dal Corinebacterium parvum (CP) [IO]. 

I risultati ottenuti in sistemi sperimentali e soprat- 
tutto la capacità di inibire la crescita dei tumori negli 
animali da pane dello zimosan [Il], del BCG [l21 e 
del CP [13], hanno portato ad una diretta applicazione 
clinica di questi agenti microbici, in particolare del 
BCG [14-161. Tuttavia, il tentativo di stimolare aspe- 
cificamente le difese immunologiche nell'uomo me- 
diante questi germi è stata fino ad ora deludente per 
le seguenti ragioni: a) effetti tossici sistemici talvolta 
gravi (17-201; b) mancanza di conoscenze biologiche 
ed iminunologiche di base sulla complessa interazione 
microqanismo-sistema immune [Zl]; C)  impossibi- 
lità di stabilire dose e tempi e vie ottimali di sommi- 
nistrazione di tali agenti, in relazione soprattutto alle 
terapie antiblastiche, al numero di cellule tumorali 
presente nell'ospite e agli effetti immunosoppressivi 
talvolta conseguenti la loro somministrazione. Da que- 
ste considerazioni, consegue la necessità che una ap- 
plicazione clinica degli immunoadiuvanti microbici @A) 
debba partire da uno studio di base che: 1) scomponga 
la complessità strutturale del germe permettendo così 
la utilizzazione di componenti purificati; 2) caratte- 
rizzi i processi attraverso i quali queste sostanze po- 
tenziano il sistema immune. 

Per quanto riguarda i lieviti, solo in questi ultimi 
anni sono stati raccolti dati sperimentali sulla attività 
antitumorale della Candid~ albicmt~ 122, 231 dello sche- 
letro di glucano della C: albicans [24] e del glucano a 
basso peso molecolare di Saccharomyces cerevisiae [25]. 
I risultati di questa relazione suggeriscono che i lie- 
viti possono essere importanti per uno studio appro- 
fondito sulla interazione tra agenti immunomodula- 
tori c sistema immune. 



TERMINOLOGIA E DEFINIZIONI. 

I risultati discussi in questa relazione riguardano 
prevalentemente la C. albica~~r (CA), il Saccharo»?yres 
ccrevisiae (SC) ed alcune loro frazioni cellulari ottenute 
mediante trattamenti chimici. La CA è un fungo di- 
morfico. Negli studi di immunoadiuvanza antitumo- 
rale sono stati usati germi isolati da campioni umani 
[22, 231 fatti crescere in fase lievitiforme pura 1221 
ed inattivati mediante sodio mertiolato o calore [22, 231. 
SC è un fungo non dimorfico, che cresce in fase lievi- 
tiforme. Le preparazioni ottenute dalle cellule interc 
studiate sono: lo zimosan e due tipi di glucano. Lo 
zimosan è una frazione della parete del fungo costi- 
tuita da proteine, lipidi, polisaccaridi complessi come 
mannano e glucano [26]. 11 glucano è un polimero 
del glucosio costituito da residui di D-glucosio legati 
in posizione P-1,6 con ramificazioni laterali P-1,3. 
Esso rappresenta la parte interna della parete dei nii- 
ceti, mentre all'esterno è presente prevalentemente 
mannano [27]. I due tipi di glucano fino ad ora stti- 
diati differiscono profondamente per tecnica di estra- 
zione e prodotto finale. Essi sono: 

1) scheletri di glucano (SG) risultanti dalla dra- 
stica estrazione con acido e alcool, che mantengono 
ancora la forma della cellula originaria [24]; 

2) glucano a basso peso molecolare (GBPM) (PM 
6.500, legami f3-1,3) risultato dalla degradazione chi- 
mica della rigida struttura della parete [28]. 

Una singola inoculazione i.v. di CA nei topi, pro- 
voca la proliferadone di elementi linfoistiocitici e 
quindi una transitoria spleno ed epatomegalia. Questo 
fenomeno è dipendente dal numero di CA inoculate 
[29]. In particolare, le cellule di Kupffer completano 
la fagocitosi della CA entro 30 minuti dalla inocula- 
zione i . ~ .  Dopo 4 giorni dalla inoculazione i . ~ . ,  nel 
fegato compare una reazione granulomatosa con nu- 
merosi linfociti che circondano i fori di granulaiione 
[30, 311. Solo un'alta dose di cellule di CA (15 mgltopo) 
inoculata s.c. provoca una forte reazione granuloma- 
tosa caratterizzata dalla presenza di materiale fibroso 
ai bordi del tessuto di gtanulazione e di numerosi 
macrofagi e leucociti polimorfonucleati. Tuttavia a 
differenza della inoculazione della CA i.v., gli organi 
del sistema reticoloendoteliale (SRE) non subiscono 
cambiamenti [32]. Infine, la inoculazione intradermica 
di CA nei topi non induce una tipica reazione infiam- 
matoria con formazione di grandomi: infatti, la zona 
di reazione è circondata da istiociti, ma non da cellule 
giganti. Nei topi vaccinati con CA, gli effetti infiam- 
matori della successiva inoculazione intradermica non 
differiscono da quelli nei topi non vaccinati. I1 feno- 
meno infiammatorio dopo inoculazione di CA i.d. 
si manifesta, anche se gli animali sono stati preceden- 
temente timectonizzati o irradiati (331. Anche le pareti 
di CA ed i complessi polisaccaride-proteina estratti 
dalle cellule, inoculati i.v., inducono una forte iper- 
plasia del SRE come dimostrato dalla aumentata 
clearance di materiale particolato. Il complesso poli- 
saccaride-proteina aumenta l'attività Fagocitica del SRE 
anche dopo inoculazione i.p. [29]. 

Anchc lo zimosan inoculato i.v. è capace di provn- 
care I'iperplasia del SRE, suggerendo che il responsa- 
bile della iperplasia è un componente della parete ddle 
cellule del lievito [n]. Infatti, nel topo pareti isolate 
di cellule di CA inoculate i.v. provocano una reazionc 
granulomatosa paragonabile a quella indotta da cel- 
lule intere di CA [30, 311. Inoltre, se inoculate S.C. 

ad alta concentrazione, le pareti di CA inducono una 
reazione granulomatosa identica a quella provocata 
da cellule intere [33]. Ulteriori studi, infine, hanno di- 
mostrato che il glucano insolubile della parete è il 
responsabile della intensa stimolazione del SRE [28, 341. 
Ripetute inoculadoni i.v. di GBPM provocano infatti 
la iperplasia della milza, del fegato c dei polmoni [35]. 
Dopo la localizzazione nelle cellule epatichc, il glu- 
cano induce una reazione granulomatosa con iperpla- 
sia ed ipcrtrofia dei macrofagi residenti. Il fenonienri 
infiammatorio si mantiene per diverse settimane ed è 
probabilmente dovuto alla prolungata persistenza di 
glucano (circa 90 giorni), solo parzialmente degradato 
all'interno dei fagociti: infatti, il legame P-glicosidico 
dei residui di glucosio che formano la struttura glu- 
canica è un punto di difficile degradazione per gli 
enzimi dei fagociti [30, 31, 361. La risposta prolifera- 
tiva dei macrofagi del SRE dopo somministrazione 
i.v. di GBPM è accompagnata da attivazione fagocitica 
di queste cellule [36-391: infatti, nel topo aumenta 
nettamente la clearance di materiale particulato [38]. 
Inoltre, il GBPM provoca un'aumentata produzione 
di mauofagi e grandociti, probabilmente attraverso 
la inuementata liberazione di colony stimolating acfivily, 
da parte dei macrofagi attivati dal glucano [M]. 

STI~~~LAZ~ONE DEL SISTEhIA IhIMUNE. 

A) Immunità r~morale. - Pochi dati sono noti sulle 
capacità dei lieviti di potenziare le risposte immuni 
umorali. E di interesse il fatto che la CA si trova nor- 
malmente nella flora microbica ddle mucose dello 
uomo e degli animali e che a causa di ci8 induce nor- 
malmente la formazione di bassi livelli di anticorpi 
verso gli antigeni di superficie mannanici [41, 421. 
La CA inoltre incrementa debolmente nel topo la ri- 
sposta primaria verso globuli rossi di montone, men- 
tre incrementa la risposta verso la anatossina te- 
tanica [Marconi e: al., dati non pubblicati]. Lo zi- 
mosan, invece, aumenta nettamente, nel ratto, la pro- 
duzione di emolisine [43], mentre il glucano solo in 
determinate condizioni sperimentali stimola le rispo- 
ste immuni umorali [44, 451. 

B) Immunità cellulnrc: - La CA è un comune abitante 
delle membrane mucose dell'uomo [46]. Come con- 
seguenza della colonizzazionc e della persistenza nel 
tratto alimentare e mediante infezioni mucocutanee 
subcliniche [47] provoca uno 'stato di ipersensibilità 
nella maggior parte delle persone adulte 1481 con casi- 
stiche di positività che vanno dal 63 ;; in pazienti 
ospedalizzati [49] al 95 0/6 in persone sane [50]. I# 
rjitro, inoltre, un estratto di CA provoca la blastizza- 
zione di linfociti nel 100 76 delle persone sane (511. 
La persistenza di CL\ nelle mucosc di altre specic 
animali è probabilmente la causa della presenza di una 
ipersensibilità ritardata in assenza di stimolazioni spe- 
rimentali [46, 52, 53j. Infatti, a differenza di topi 



ger~n-frec, tupi iiorinali dopo iiioculazione s.c. di 
antigeni della CI\ hanno una risposta positiva cutanea 
di ipersensibilità di tipo ritardato 152, 531. Nelle cavic 
iion trattate, la reazione di ipersensibilità cutanca ri- 
tardata verso la CI\ è ancora più vistosa che nei topi 
[23]. i\nche pnreti di C h  inoculate in topi e ratti, pro- 
vocano una reazione di ipcrsensibilità ritardata. Nei 
ratti germ-free la reiuione è assente, a iilcn» che gli 
artimali non siano stati prcccdenteiiic~itc infettati con 
<:A vira 1531. 1.a sctisibilizzazione verso la C aumenta 
sc gli animali vengono vaccinati con cellule intere 
pareti di CA. mentre materiale celliilare non parti- 
colato risulta incficacc (541. Negli animali vaccinati. 
la itioculazioiie s.c. di un estratto di C;\, provoca una 
reazione ritardata (24-48 li), molto più vistosa rispetto 
agli aiiinuli di controllo non pretrattati. Nel punto di 
iiioculazione della CI\, c'è un'intensa reazione gra- 
nulocitica C più perifericamente una risposta granulo- 
citica e monrmucleare 153, 541. i\ conferma della prc- 
senza di uno stato d i  sctisibilizzazione verso la Ci\, 
i linfociti di ratti norniali, ma non quelli da ratti germ- 
free, hanno una forte risposta blastogenica !n t'itro 
vcrso l'estratto di CA [55]. Infine, i litifociti o il loro 
RNA iinmune, provenienti da animali ripetutamente 
stimolati con CA inattivata sono in grado di trasferire 
la ipersensibilità ritardata verso la CA negli animali 
normali o prm-/ree 154, 581. 

C) Resi~empa alle infexio~~i. - i l  pretrattaiiientu di topi 
con Ci\ inattivata protegge gli animali da una succes- 
siva dose Ietalc di CA [57-601. Anche il pretrattamento 
con glucano aumenta la resistenza verso l'infezione 
con CA [61]. La resistenza indotta da glucano (coni- 
ponente non antigenico) [62], non è dovuta ad una 
realione crociata con antigeni superficiali della Ci\, 
ma piuttosto ad una intensa stimolazione del SRE. 
Questa ipotesi è valida sia per la resistenza verso I'in- 
fezione da CA che verso Ic iiifcziwi da Sporotricl,lm 
srheizckii [63], Cri)tocorr~u r,eo/or~i~ans, Mimbacteriii~i~ /eprac 
1641 e S. aureio [65]. Infine il glucano somministrato 
?.v. aumenta notevolmente il livello di lisozima se- 
rico [65]. 

D) Altnpropr~età. - La Ci\ stimola i11 citro la chemio- 
tassi leucocitaria, attravcrso i'attivazione della via al- 
ternativa del complemento (C) [66-681. r\nchc lo zi- 
niosan genera fattori chemiotattici dal C' a differenza 
del glucano che non ha attività chemiotattica. 

Il mannano superficiale della CA provoca una netta 
migrazione leucocitica in 1.iri.o in presenza di C', sug- 
gerendo quindi che la struttura responsabile per la 
chemiotassi indotta dalla CA intera possa essere il 
mannano superficiale oppure qualche gluco-manno- 
proteina di parete 1691. AAli risultati invece, indicano 
che la CA stessa produce in coltura (e quindi proba- 
bilmente anche in uitfo) una sostanza a basso peso mo- 
lecolarc con attività chemiotattica per i polimurfo- 
nucleati di cavia. Il fenonieno avviene. anche in as- 
senza di C', quindi non è mediato da prodotti chcmio- 
tattici generati dall'attivaiione del C' [70J. 

,'A) Irir~~~rriroprojilassi. - La CI\ è in grado di curare 
un'alta percentuale di topi MHL-incompatibili (BDZF,) 
inoculati i.p. con il linfonia LSTRA (tumore indotto 

dal virus di ~ o i c ) ,  quatidi, si,iiiiiiinistr;it:i i,[' 
prima e dopo il tumore. La resistenza iiidutu 2 spe- 
cifica i n  quanto gli anitiiali curati resistono p<>i ad 
una successiva cliallaiigc con Io stcssri tunii>rc 1221. 
Ilioltre, la CA sempre somministrata i.p. itiiliiscc i n  
rupi compatibili la crcscita sr)ttucutana di tuniiiri 
iiidotti dal virus dclla leucernia di I:rictid [711. 

11 SG, inoculato soli, r i m a  ilcl tuiiii>re, iiieiitrc 
aumenta la rcsistcnm i n  topi iiic~~iiiputihili versi, i l  
linforna l S T R > \  1241, niiii influciini 1;i crcscita di t u -  
mori indotti dal virus della Icuccniia di 1:ricnd (711. 
Invece i l  GBl'hI soniniinistratri ;ii ratti per vi:i sistc- 
mica (sistema seniialli~genico) cura un'.ilt:i pcrcciitualc 
di aiiiinali succcssivaniciitc inoculati S.C. crm la Icu- 
cemia mielugcnica Slia).. ,\nclie iii qiicsio c:iso ;:li 
ariiiiiali curati resistonii ad una successiv:i im~cuI:i- 
zionc dello stcsso tuniorc [25]. 

) I I I I I I I I O  o a .  Ci\ iiiiiculat.i iicl derti;.i 
di cavic assieme a dosi lebili di ccllule di epatimia della 
lirica 10 (epatocarciiioma indotto da dictiltiitr<isxtiiinn) 
sopprime la crescita del tuniore in uii'alta pcrccntualc 
di animali. Inoltre, ripctute inoculaiioni intratumorali 
di C!\ inducono la regressione dell'epatoniii al 71>-10" 
giorno di crcscita, quando già le metastasi Iiann~i in- 
vdso i linfonodi regionali. Nel puiit<i di inoculazionc. 
la Ci\ p r o v o c ~ ~  una debole ulcerazione suppur:itiva. 
Gli animali, dopo la rcgrcssione del tumore sono 
specificamente resistenti ad un successivo  inoculi^ dell<i 
stesso tuniore in un punto diverso da quello della 
remissione [23]. Invece la <:A. quando vicnc inr~cii- 
lata i.p. o i.v. i11 topi incompatibili assicmi al l inhma 
LSTRA non C in grado di controllare la crescita di 
questo tuniore [hlarconi ct al., dati nvn pubblicati]. 

Il GBl'hl, inoculato nei ratti s.c. assicnie a &>si 
letali del tumore niiclogeiiico Shay, ne inibiscc la 
crescita. Durante Ic prime 12 li, nel punto di iiiiicula- 
zionc del GBl'hl nel tumore, c'è un notcvolc accu- 
mulo di macrofagi (721. Risultati negativi invece sono 
stati ottcnuti quando il GBPhI è stato inoculato s.c. 
assieme a 5 diversi tumori (carcinoma epatocellul~rc. 
fibrosarcoma, melanoma ed adenocarcin«ina) in si- 
stemi murini compatibili 1731. In questi csperimciiti, 
comuiique, sono state usatc dosi di glucano supcriori 
a quelle utilizzate con il tiiniore di Shay nel sistcni:~ 
seniiallogenico. 

C) f i~~~~~mrotcrapia s~s!ew~ra. - 11 GBL'M ini~cula~ii  ri- 
petute volte per via endovenosa in ratti con il tuniorc 
mielogenico Shay sistemico, cura un'alta perccntiialc 
di animali. Il tumore continua a svilupparsi durantc 
i l  trattamento con il GBI'M per circa X giorni, poi 
regredisce completamente. Gli stcssi risultati protct- 
tivi si ottengono quando il tuniore viene iniiculato 
s.c. ed il GBI'M i.v. lnvccc l'attività antituinoralc 
sconipare se il GBIJht viene d;ito s.c. in un punto di- 
verso dalla crcscita del tumore (721. I n  sistemi coinliati- 
bili, tumore-ospitc. il GBI'AI inoculato i.v. riduci la 
crescita sottocutanca dell'adenocaxcinoma BW10232 e 
del mclanoma B 16 125). In altri sistcmi spcrimcntali, 
invcce, il GBPM inoculatr> i.p. nvn ritarda la crcscita 
di 5 diversi tumori inoculati s.c. in ospiti singcneci 1731. 

Il mannano estratto da C/\ inoculati> scrialmerite 
i.p. od i.v. ritarda la crcscita svttocutarica del sar- 
conia 180. 1.a frazionc ~lucnniannanica è piu efficscc 
dclla frazione mannanic:~. li mnnnatio, inentre irio- 
culato i+. non è tossico. lu divicnc quando iiiucul~itv 



i.". [74]. La tossicità scomparc q u ~ n d n  il inaiinani, Il GBPN potenzia l'attività antitumorale dei niacro- 
viene trasformato nel suo derivato O-carhosimetilico, fagi anche attraverso l'aumento di una proteina serica, 
mentre viene mantenuta I'attività antituiiorale [75]. una a,-macroglobulina (HRF). Sembra che questa p@- 

D) Assoriu~ion~ ros /n rhen~iotrrapia. - Fino ad ora 
si conoscono i risultati solo di un modello sperimentale 
(linfoma LSTRA inoculato in tempi compatibili CD217,) 
in cui la C A  o il SG sono stati inoculati in combina- 
zione con la chemioterapia antiblastica. In questo si- 
steina la C A  potenzia I'attività antituiiioralc delle nitro- 
souree. In ogni caso il sincrgisino dipeiidc dallo schenia 
di somministrazii~ne della CA e dalla via di inocula- 
zione del tumore; infatti un'alta percentuale di ani- 
mali viene curata solo quando la C A  vieiie inoculata 
i,p. prima C dopo il tumore sempre i.p. Tuttavia, l'ef- 
fctto antituinriralc scoinparc se il linfonin viene iiio- 
culato i.v. 1221. L'attività della C A  è evidente aiiclic 
se la prima inoculazione viene fatta in una sede diversa 
(s.c. o i.v.) da quella della successiva inoculazione del 
tumore (i+.), a condizione che la seconda dose (boosiitg) 
venga fatta i.p. (sede di crescita del tumore). I'oichc: 
il linfoma LSTRA metastatizza entro poche ore dalla 
inoculazione i.p., la C A  nella cavità peritoneale è in 
grado di attivare una risposta sistemica che, in combi- 
nazione con la chemioterapia, eradica il tumore (alta 
percentuale di animali curati) 1761. 111 questo sistema 
sperimentale la C A  attiva una risposta verso il tumore 
che cresce nel peritoneo, in grado di inibire la crescita 
di una dose letale di linfoma concomitante inoculata 
i.v. nello stesso animale. Questo fenomeno di indu- 
zioiie di resisteiiza sistemica è dipendente anche dal 
numero di cellule tumorali presenti nel peritoneo al 
momento della seconda dose di CA, suggerendo la 

teina, assorbendosi sulle cellule tumorali, intensifichi 
la capacità citocida dei macrofagi attivati. Inoltre, 
I'IIRF è fortemente chemiotattica e, in alcuni modelli 
sperimentali, inibisce la crescita di tumori primari e 
metastatici [83]. 11 livello di lisozima serico parallela 
il nunieru e il grado di attivazione macrofagica GBPM 
indotta [34]. 

Mcntre la CI\ inoculata i+ nei topi C57BL/6H non 
potenzia nelle cellule di milza le risposte naturali verso i 
tumori (attività delle cellule nuturu/kil&r) [78], il glucano 
inoculato i.v. ad alte dosi, deprime il normale livello 
di reattività naturale sia nella milza che nel midollo 
osseo 1841. 

Alcuni dati suggeriscono inoltre che I'attività anti- 
tumorale della C A  possa essere Tdipendente. Infatti, i l  
sinergismo tra C A  e farmaco antineoplastico scomparc 
nei topi congenitamente atiniici o dopo irradiazione 
totale degli animali (i macrofagi sono resistenti a mo- 
derati livelli di radiazioni) [78]. Rimane comunque 
da definire quale ruolo possano giocare nella resistenza 
antitumorale indotta in riim dalla C A  le risposte im- 
muni dell'ospite contro gli antigeni della C A  verso i 
quali esiste un normale stato di sensibilizzazione [46,481. 
A  questo proposito è suggestivo il fatto che la C A  
in ~>itro induca linfociti umani normali periferici a di- 
venire citotossici contro linee tumorali umane [85]. 
Invece l'attività antitumorale del glucano è probabil- 
mente indipendente dalle risposte immuni specifiche 
dell'ospite, non essendo di per sé inimunogenico [30, 311. 

necessità di un sufficiente carico antigent'co (numero 
di cellule tumorali adeguato) per la specifica sensibi- 
lizzazione dell'ospite verso il tumore [77]. L'attività APPLICAZIONI CLINICHE. 

antitumorale della C A  sccimoare neeli animali irra- ~ ~ ~ ~ ~ 

~0 

diati (400R) o nei topi congenitamente atimici [781. La C A  non è ancora stata utilizzata in studi clinici 
Il SG potenzia I'attività antitumorale della chemiote- controllati, GB1,M, inoculato nell'uomo e negli 
rapia anche se inoculato una volta sola prima del tu- animali non determina gli effetti tossici che spesso 
more [24]. 11 mannano solubile o il glucano estraibile si verificano dopo la somministrazione del BCG [251, 
dalla parete di C A  invece non sinergizzano con la Studi clinici nreliminari hanno che . . . ~ ~ 

chemioterapia antiblastica [79]. 
- 

culaione di GBl'hl nei noduli metastatici cutanei 
E) Modo di upione. - Macrofagi provenienti da topi 

trattati in C A  i.p. hanno attività citostatica [78] e cito- 
tossica [23] contro linee tumorali in uitro. Numerosi 
dati indicano che i macrofagi possono essere le cel- 
lule effettrici fondamentali della resistenza antitumo- 
rale indotta in uiuo dal GBI'M. Infatti: u) la regressione 
del tumore sottocutaneo BW 10232 (carcinoma mam- 
mario) dopo ripetute somministrazioni di GBl'hI è 
accompagnata da un concomitante accumulo di macro- 
fagi nella sede del tumore. I1 metilpalmitato (inibitore 
della funzione macrofagica) abolisce la attività anti- 
tumorale del glucano 1341; b) il pretrattamento dei 
topi C57BL/6H con GBPM, aumenta la clearance pol- 
monare di cellule singeniche, del melanonla B 16. 
Il numero di metastasi polmonari è correlabile con 
I'attività di clearance ed i. ridotto significativamente 
negli animali trattati con GBPM [SO] ; c) macrofagi provc- 
nienti da topi trattati con GBPM sono estremamente 
citotossici in uitro verso diverse linee di cellule tumo- 
rali [al]; d) macrofagi peritoneali provenienti da ratti 
trattati con GBPM, inoculati s.c. assieme al tumore 
Shay, ne inibiscono significativamente la crescita an- 
che nel rapporto 1 :l macrofago/cellula tumorale 1821. 

provoca la necrosi di circa il 70 00 delle cellule tu- 
morali entro 48 ore. Istologicamente si evidenzia nella 
sede del tumore un notevole accumulo di macrofagi 
attivati, tuttavia non è stato ancora valutato l'effetto 
del GBPM su noduli cutanei distanti da quelli trat- 
tati. Nel punto di regressione del tumore indotto da 
GBPM non si-è avuta la ricorrenza di una nuova meta- 
stasi [86, 871. E stato dimostrato che il GBPM aumenta 
il livello di una proteina serica (HRF) che intensifica 
l'attività citocida dei macròfagi verso le cellule tu- 
morali [83]. 

L'HRF diminuisce in alcune condizioni cliniche, 
come interventi chirurgici [Sa], ustioni [89] e nei pa- 
zienti con tumore [90, 911, in t u i  è stata suggerita 
la presenza di una parziale depressione immune. Nei 
pazienti con tumore la concentrazione serica del- 
l'I-IRE: è stata correlata con la p r o p o s i  del tumore. 

La somniinistrazione di HRI: direttamente nelle 
metastasi cutanee richiama efficacemente i macrofagi 
provocando così una estesa necrosi dcl tessuto tu- 
morale [Su]. Quindi la somministrazione di GB1'M 
clic aumciit:~ il livcllo di IHRF puii cotitrihuire ad au- 
mentare le resistenze antitumorali e generali dell'ospite. 
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